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Certaines constatations faites au cours de la mise en ceuvre 
de la réaction de fixation du complément chez des sujets atteints 
ou présumés atteints de :grippe asiatique, nous ont incités a 
rapporter les résultats d'une étude destinée a préciser les fac- 
teurs qui déterminent l’élaboration des anticorps réagissant avec 
des antigénes préparés soit avec des virus A/P'R8, soit avec des 
virus dits « Asiatiques ». 


MATERIEL ET METHODES. 


SéRUMS DE MALADES. — Ils ont été prélevés chez des  sujeis 
considérés cliniquement comme atteints de grippe et se trouvant 
soit dans des hdpitaux, soit dans des collectivités oti sévissait 
l’épidémie. Aussitot aprés décantation, le sérum était conservé 
au congélateur. 

(*) Travail effectué avec l’aide, d’une part de l'Institut National 
d’Hygiéne, et d’autre part de 1’Association pour le Développement de la 
Recherche Médicale francaise. 

(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1959. 
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REACTIONS DE FIXATION DU COMPLEMENT. 


Anticines. — Les antigénes « solubles » cnt tous été obtenus a 
partir de liquides de membranes chorio-allantoidiennes par ia 
méthode (désignée par la lettre A) dont les détails ont été indi- 
qués précédemment [4, 2]. Les antigénes « viraux » étaient cons- 
titués par des liquides allantoiques d’ceufs de poule embryonnés 
infectés et recueillis selon la méthode également décrite antérieu- 
rement [4, 2]. 

Les antigénes étaient préparés respectivement avec les souches 
A/PR8 (1), A/Formosa/313/57 (2) et A/Singapour/4/57 (8). 


SERUMS DE REFERENCE. — Nous avons utilisé des sérums humains pro- 
venant de sujets atteints de grippe prouvée, soit par isolement du virus, 
soit par une augmentation significative du titre des anticorps, jugée 
d’aprés deux sérums prélevés l’un au début de la maladie, et l’autre 
4 partir du huitiéme jour. 

Les séries de réactions étaient toutes contrdélées en présence de sérums 
positifs pour le groupe dit A prime (A/England/I/53 et A/Ned/56) et 
pour le groupe asiatique (A/Asia/57) et de sérums négatifs pour tous 
ces types. 

La méthode de fixation du complément était celle que nous avons 
décrite en 1956 [6], c’est-a-dire une micro-méthode en tubes avec fixation 
i froid. La réaction est considérée comme positive lorsque l’hémolyse 
est nulle (notée + +++) ou au maximum de 20 p. 100 (Motée + ++). 

Les dilutions de sérums a expertiser allaient de 1/8 4 1/256 ou plus si 
nécessaire. 

Un grand nombre de réactions négatives avec un des antigénes 
« solubles » asiatiques ont été refaites deux fois 4 intervalle de trois a 
huit mois. Nous nous assurions, en méme temps, que le titre d’anticorps 
décelé par lVantigéne « viral » asiatique qui avait servi en quelque 
sorte de référence, n’était pas modifié par la conservation & — 25°, ou 
qu il l’était trés peu (tclérance : une dilution). 


REACTION D’INHIBITION DE L’HEMAGGLUTINATION. 


Strums. — Is ont été traités par la méthode de Davoli (communication 
écrite). Inactivation trente minutes a 56° puis dilution de la facon 
suivante: sérum 1 vyol., eau physiologique 1 vol., solution saturée 
fraiche de periodate de potasse 2 vol., contact vingt minutes 4 ia 
température du laboratoire, puis addition de 4 volumes de glucose 
4 10 p. 100 et séjour de vingt minutes 4 la température du laboratoire. 


(1) Recue de l'Institut Pasteur en juin 1951, sous le n° 5394. 

(2) Remise par le D* Parodi qui Vutilisait pendant son séjour & 
VLF.F.A. de Lyon et la tenait de l'Institut Supérieur de la Santé de 
Rome. 

(3) Envoyée du Centre International de la Grippe par A. Isaacs que 
nous remercions. 
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Virus. — Mélange de liquides allantoiques. Titrage selon la méthode 
de 1’O.M.S., calcul en présence d’hématies de poule a 0,50 p. 100 de 
Punité hémagglutinante. Emploi de 4 unités hémagglutinantes dont 
le contréle est effectué avant la réaction. 


Réaction. — 0,25 de sérum dilué au 1/18 puis 1/16, 1/32, etc., 
+ 0,25 d’une suspension de virus contenant 4 unités, + 0,25 d’héma- 
ties de poule 4 0,50 p. 100. Lecture aprés séjour d’une heure et demie 
a la température du laboratoire. 


RESULTATS. 


REACTIONS DE FIXATION DU COMPLEMENT. — Lorsque furent colli- 
gés Jes résultats obtenus avec un nombre suffisant de sérums 
provenant d’enfants ou d’adolescents, d’adultes ou de vieillards, 
il apparut qu'un rapport pouvait étre établi entre les résultats des 
réactions de fixation du complément faites en présence des anti- 
genes ulilisés et lage des sujets. Aussi, avons-nous groupé, en 
fonction de lage, les résultats des réactions effectuées en présence 
de Pantigéne « soluble » A/PR8, dit « standard » (car il nous 
paraissait jusqu’ici valable pour tout le groupe A), de l’antigéne 
« soluble » asiatique A/Formosa/313/57 et de V’antigéne « viral » 
asiatique A/Formosa/313/57 et, pour un petit nombre, de lanti- 
géne « viral » A/Singapour/4/57. 

Le groupement a été fait par tranches d’a4ge correspondani 
a 0-12 mois, 13 a 24 mois, 25 4 36 mois, 4 4 10 ans, 11 4 20 ans, 
Pinal. ol vase), Glag 10, 76h ad. ou plus, 

Le diagnostic de grippe était établ sur les données cliniques 
et épidémiologiques et la constatation d’une fixation du compleé- 
ment positive a un titre égal ou supérieur A 16 pour l’antigéne 
« viral », avec un sérum prélevé a partir du huitiéme jour aprés 
le début de la maladie, lorsqu’il n’avait pas été possible de recueil- 
lir les deux sérums l’un « précoce » et autre « tardif » permet- 
tant d’apprécier Vapparition ou augmentation du titre des anti- 
corps. 

L’ensemble de nos résultats a été résumé dans le tableau | 
dont la lecture fait apparaitre les constatations suivantes 


1° Si Yon compare les titres d’anticorps décelables avec Vanti- 
gene «soluble » A/PRS d'une part, et avec lantigéne « viral » 
asiatique d’autre part, on constate qu’un certain nombre de sérums 
ont donné une réaction négative avec l’antigéne « soluble » A/PR8 
et positive avec l’antigéne « viral » asiatique A/Formosa/313/57 
ou A/Singapour/4/57. 

Si Yon établit les rapports en indiquant au numérateur le nom- 
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bre de réactions négatives avec l’antigéne « soluble » et au déno- 
minateur le nombre de réactions positives avec Pantigéne « viral » 
asiatique et si l’on groupe les résultats en fonction de age, on 
obtient les résultats suivants : 


De 0 & 12 mois : 6/7 ; de 13 A 24 mois : 11/13 ; de 25 a 36 mois - 
9/9 ; de 44 10 ans : 5/19; de 11 a 20 ans : 3/7; de 21 a £0 ans: 
4/16 ; plus de 51 ans : 3/9. 

Ainsi, le nombre des dissociations entre les résullats fournis 
par lantigéne « soluble » A/PRS8 et Vantigéne « viral » asiatique 


Tasreau JI. — Comparaison entre les résultats des réactions d’inhi- 
bition de l’hémagglutination et de fixation du complément (anti- 
génes solubles) pour 30 sérums. 


INVERSE DE LA DILUTION DU SERUM 
INTERVENANT DANS LA REACTION 


SERUMS DONNANT DES 
REACTIONS DE FIXA- 
TION DU C'! 256 151211024 ]2048 


1° Négatives avec 
les antigénes 
solubles A/PR8 
et A/FORMOSA/ 
Phlby How 


Négatives avec 

' ltantigéne solu- 
ble A/PRS, et 
positives avec 
l'antigéne solu- 
ble A/FORMOSA/ 
Bul 


est le plus élevé dans la petite enfance (89,6 p. 100 de 0 4 36 mois} 
puis diminue progressivement pour atteindre le taux le plus bas 
(20 p. 100) de 21 4 50 ans. 

2° Si on compare les résultats des réactions effectuées avec les 
antigénes asiatiques A/Formosa/313/57, « soluble » d'une part 
et « viral » d’autre part, on obtient Jes rapports suivants 

De 0 a 12 mois : 6/7: de 12 A 24 mois : 9/18 de 25 4 36 mois : 
5/9; de 4 a 10 ans : 1/19; de 11 a 20 ans : 0/7 ; de 21 4 50 ans : 
0/16 ; plus de 51 ans : 1/9. 

Ainsi, les dissociations entre les résultats fournis par l’antigéne 
asjatique « soluble » et l'antigéne asiatique « viral » sont les plus 
Iréquentes (68,9 p. 100) de 0 a 36 mois, trés peu nombreuses de 
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4 4 10 ans (5 p. 100), nulles de 11 4 50 ans O p. 100), trés rares 
pour les sujets agés de plus de 51 ans (10 p. 100 ou plus exacte- 
ment 1 sur 9). 


REACTION DE L’ INHIBITION DE L’HEMAGGLUTINATION. — IL pouvait 
étre utile de rechercher les anticorps inhibant hémagglutination 
provoquée par la souche A/Formosa/313/57 et de comparer leur 
titre avee ceux des anticorps fixant le complément en présence 
des différents anligénes. 

Les résultats obtenus pour 30 sérums sont indiqués dans le 
tableau II. 


DIscussIoNn. 


Désirant nous limiter aux applications pratiques de la méthode 
de fixation du complément, nous ne ferons intervenir que les 
données pouvant étre utilisées pour le diagnostic sérologique de 
la grippe. 

Il ressort de nos résultats que si les réactions de fixation du 
complément avaient été faites avec l’antigéne A/PRS8 qui, jusqu’a 
Vannée 1957, avait paru nous permettre d’effectuer le diagnostic 
de la grippe (4), on aurait considéré 4 tort comme non atteints de 


y 


cette affection 26 petits enfants (de 0 4 36 mois) sur 29 ; 5 enfants 
de 4 4 10 ans, sur 19; 3 adolescents, de 1] 4 20 ans, sur 7; 
4 adultes de 21 4 50 ans, sur 16, et 3 sujets de 51 4 80 ans, 
sur 9: 

Si les réactions avaient été effectuées avec un antigéne asiatique 
« soluble » (souche A/Formosa/313/57), on aurait pu écarter a 
tort le diagnostic de grippe chez 20 enfants (de 0 & 36 mois) sur 29, 
chez 1 enfant de 4 4 10 ans sur 19 puisque la réaction était posi- 
tive seulement avec lVantigéne asiatique « viral ». Par contre, de 
11 a 50 ans, la positivité de la réaction était obtenue aussi bien 
avec l’antigeéne « viral » qu’avec Vantigéne « soluble ». Une 
dissociation fut constatée chez un sujet sur 9 entre 51 et 
SO ans. 

Nous croyons devoir ajouter que des sérums, provenant d’épi- 
démies de grippe du groupe A ayant sévi au cours des années 
précédentes, ont donné des réactions positives avec les antigénes 
« solubles » asiatiques préparés aussi bien avec les souches 
A/Formosa/313/57 et A/Singapour/4/57 qu’avec Vantigéne utilisé 
jusqu’a l’épidémie de 1957-1958 et préparé avec la souche PRS. 


(4) Ainsi que nous !’avons précédemment rapporté [3] nous avons 
pu identifier, par la méthode de fixation du complément, les grippes 
dues en 1952-53--55 au virus du type A/England/1/53 [4] et 1956-57 
aux virus du type A/Ned/56 [5]. 
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C’est ainsi que nous avons retrouvé des réactions positives avec 
¢ sérums de l’épidémie de 1956-1957 (due a la souche A/Ned/1956) 
et 2 sérums de l’épidémie de 1953-1954 (due a la souche 
A/England/I/53). 

Si Von exclut une erreur technique que nous nous sommes 
efforcés d’éviter en effectuant des titrages rigoureux de tous nos 
antigénes par la méthode de Boerner-Luckens et par des 
contréles de toutes les réactions avec des sérums de référence 
posiifs, de titre connu et des sérums négatifs, et aussi par la 
répétition des réactions deux et méme trois fois avec le méme 
sérum prouvant la bonne reproductibilité, on peut faire diverses 
hypothéses pour expliquer les faits que nous avons constatés. 

En ce qui concerne la négativité des réactions effectuées en pré- 
sence de lantigéne A/PR8 chez des sujets atteints de grippe asia- 
tique, le fait que leur pourcentage diminue progressivement au 
fur et 4 mesure que les sujets avancent en dge, conduit 4 admettre 
que la production d’anticorps réagissant avec l’antigéne « soluble » 
asiatique est fonction des rencontres antérieures avec d’autres 
virus du groupe A et des rapports existant entre les différents 
antigenes de ce groupe A. 

Ces relations antigéniques et une certaine « hétérogénéité » des 
antigénes ont été mises en évidence en particulier par Daven- 
port {7, 8] et par Jensen [9, 10], Fulton [44], pour les infections 
du groupe A et A prime. 

Bien que le nombre de sérums provenant de sujets agés de 
plus de 51 ans soit peu élevé, et qu'une comparaison avec les 
autres groupes d’ages risque de conduire 4 des erreurs d’inter- 
préation, nous devons noter la proportion plus élevée de réac- 
tions négatives a lVantigéne « soluble » A/PRS8 chez les sujets 
dgés, peut-étre en raison de la disparition ou de la diminution 
notable des anticorps antérieurement acquis, ou d’une moindre 
aptitude & réagir 4 une nouvelle incitation antigénique par un 
virus grippal nouveau. 

Plus délicate est linterprétation des dissociations existant entre 
les résultats obtenus avec Vantigéne asiatique « soluble » d’une 
part et « viral » d’autre part. 

La relation entre le nombre de ces dissociations et lage des 
sujets apparait comme précédemment, mais avec cette différence 
qu’a partir de 4 ans ce nombre devient infime (1 sur 19) et, de 11 
4 50 ans, nul, pour redevenir trés faible aprés 51 ans. 

Les raisons de cette élaboration différente des anticorps anti- 
« solubles » et anti- « viraux » sont-elles les mémes que celles 
évoquées ci-dessus, ou doit-on faire intervenir les modalités d’éla- 
boration dans le temps de chacun des anticorps au décours de 
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G 


l'infection grippale ? Il se pourrait, par exemple, que les anti- 
corps anti- « viraux » apparaissent plus tot et persistent plus 
longtemps que les anticorps anti- « solubles ». Peut-étre, convien- 
drait-il d’admettre aussi que Pantigéne « soluble » utilisé était de 
qualité (5) inférieure a celle de l’antigéne « viral » quant a son 
aptitude A révéler des anticorps présents dans le sérum, et d’autant 
plus si les anticorps anti- « solubles » ont un titre plus faible que 
les anticorps anti- « viraux ». 

Quoi qu'il en soit, on pourrait, devant les défaillances de cer- 
tains antigénes pour révéler par les réactions de fixation du 
complément l’évelution d’une grippe asiatique, penser qu’il est 
préférable de s’adresser & la réaction d’inhibition de ?hémagglu- 
tination. Une justification de cette mani¢re de voir serait trouvée 
dans le fait que, sur les 21 sérums ayant donné une réaction de 
fixation du complément négative avec les antigénes « solubles » 
A/PRS8 et A/Formosa/313/57, vingt contenaient des inhibiteurs de 
Vhémagelutination pour la souche A/Formosa/313/57 a des titres 
supérieurs ou égaux a 256. 

En ce qui concerne les sérums qui donnent des réactions néga- 
lives avec l’antigéne « soluble », mais positives avec l’antigéne 
« viral » A/Formosa/313/57, on note, sur 9 sérums, des titres 
de 8 pour 5 d’entre eux, de 16 pour 1, de 32 pour 1 et égaux ou 
supérieurs a 128 pour 2 d’entre eux. 

Toutefois, on sait que la mise en ceuvre de la réaction d’inhi- 
bition de Vhémagglutination exige Vemploi de la souche inter- 
venant dans |’épidémie. Ainsi aurait pu ¢lre retardé un diagnostic 
que la réaction de fixation du complément permettait de faire 
dés le début de l’épidémie avee un antigéne A/PRS8, sinon chez 
Jes petits enfants, du moins pour 22 des 32 sujets de 11 a 80 ans. 

En outre, méme lorsqu’on a a sa disposition Ja souche inter- 


(5) Ces antigénes « solubles » ont été préparés par une méthode qui, 
actuellement, a été abandonnée, au moins par certains auteurs au 
profit d’une technique meilleure. Nous avons pu, tout récemment, 
grace a l’obligeance du D® Henle dans le laboratoire duquel avait tra- 
vaillé l'un de nous, obtenir deux antigénes asiatiques, l'un « soluble » 
préparé par sa méthode a 1’éther, Vautre « viral ». Avec trois sérums 
de référence, nous avons obtenu les mémes résultats qu’avec nos 
antigénes, que ces sérums proviennent des malades ayant été infectés 
avec le virus asiatique, ou de ceux ayant été infectés avec le virus du 
type A prime (A/Ned/56). Une discordance a été observée pour un 
vieillard chez lequel nous avons constaté les résultats suivants avec les 
antigénes préparés dans notre laboratoire : « soluble » Formosa : 256, 
« viral » Formosa : 128, « soluble » PR8 : O, « soluble » asiatique 


(Henle) : O. Nous nous proposons de poursuivre les confrontations de 
ces différents antigénes. 
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venant dans l’épidémie en cours, nous pensons qu'il est préférable 
d’employer la réaction de fixation du complément méme si l’on 
doit faire intervenir un antigéne « viral » pour accroitre sa sensi- 
bilité, car il est plus facile d’interpréter les résultats donnés par 
examen d'un seul sérum « tardif » avee la réaction de fixation 
du complément en tenant compte des titres significatifs précédem- 
ment établis (c’est-a-dire en considérant 16 comme un titre de 
présomption et 32 comme un titre de quasi-certitude de l’évolution 
récente d'une infection grippale) que par la recherche des anti- 
corps inhibiteurs, laquelle rencontre dans son application des 
difficultés non négligeables (établissement difficile des titres signi- 
ficatifs, erreurs dues aux inhibiteurs non spécifiques, reproduc- 
tibilité souvent médiocre, elc.). Ce fait a été mis en évidence dés 
les premiers travaux sur la réaction de fixation du complément 
par Hoyle et coll. [42, 43], par Stuart-Harris [44], et, en ce qui 
concerne la France, par nous-mémes avec Peillard [45]. La réac- 
tion de fixation du complément prend d’ailleurs, et a juste titre, 
tlus d’importance non seulement pour le diagnostic sérologique 
dans le groupe, mais pour identification des souches [46, 47). 


AESUME. 


Les réactions de fixation du complément effectuées avec 
SO sérums provenant de sujets alteints de grippe « asialique » 
en présence de trois antigenes, « soluble » A/PR8, « soluble » 
A/Formosa/313/57 et « viral » A/Formosa/313/57, ont donné 
pour um certain nombre de sujets des résultats différents. 

Hi est apparu que les dissociations entre les résultats obtenus 
avec l’antigéne « soluble » A/PRS8 et Vantigéne « viral » asiatique 
étaient les plus fréquentes dans la petite enfance (89,6 °/, de 0 a 
36 mois) et diminuaient progressivement avec lage pour atteindre 
leur taux le plus bas de 21 4 50 ans (20 p. 100). 

Par ailleurs — et bien qu’A un moindre degré — des dissocia- 
tions ont été observées entre les résultats des réactions faites 
avec un antigéne asiatique « soluble » et celles faites avec un 
anligeéne asiatique « viral » préparés avec la méme_ souche 
(A/Formosa/313/57) ; elles sont apparues également en rapport 
avec lage. Elles étaient maxima de 0 4 36 mois (68,9 p. 100), tres 
faibles de 4 & 10 ans (5 p. 100), nulles de 11 4 50 ans (0 p. 100), 
et tres faibles chez les sujets agés de plus de 50 ans (1 sur 9). 

Différentes hypothéses peuvent ¢tre proposées pour expliquer 
ces faits et en particulier, pour le premier groupe de dissociations, 
ie role des rencontres successives avec diverses souches du 
croupe A en fonction de lage des sujets, de telles rencontres 
wayant pu avoir lieu pour les petits enfants. 
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SUMMARY 


COMPLEMENT-FIXATION REACTIONS IN ASIAN INFLUENZA 
AND INFLUENCE OF AGE ON THE PRODUCTION OF ANTIBODIES 
TO DIFFERENT GROUP A ANTIGENS. 


Complement-fixation reactions have been carried out on 80 
« Asian » influenza sera with three antigens : « soluble » A/PRS8, 
« soluble » A/Formosa/313/57, and « viral» A/Formosa/313/57. 

They yielded various results. 


The differences between the results obtained with « soluble » 
A/PRS8 antigen and Asian « viral » antigen are maximal in 
infants (89,6 p. 100 from 0 to 36 months) ; they are less marked 
afterwards, are related to age, and are minimal between 21 and 
50 years (20 %). 

Besides, differences have been observed, although to a lesser 
degree, between the results of reactions carried out with an Asian 
« soluble » antigen and those carried out with an Asian «viral » 
antigen, both antigens originating from the same strain (A/For- 
mosa/313/57). These differences are also related to age : they 
are maximal from 0 to 36 months (68,9 °,), rare from 4 to 
10 years (5 %), null from 11 to 50 years (0 °%/,), and very rare in 
more than 50 years old people (1 out of 9). 

Various hypotheses can be put forward to explain these facts, 
particularly the importance of successive preceding contacts wita 
different A strains, such successive contacts being impossible in 
infants. 
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ETUDE D’UNE SOUCHE D’ACHROMOBACTER : 
ACHROMOBACTER STEREOTROPIS 


par J. BRISOU (*), C. TYSSET et B. VACHER (**). 


(Ecole de Médecine de Poitiers 
el Section Technique de l’Armée, Paris) 


Le germe que nous présentons fut isolé par cullure du sang du 
coeur d’une tanche (Tinca vulgaris Cuv.). 

Ce poisson avait recu trente jours auparavant, en injection 
intrapéritonéale, 1/8 de millilitre d’une suspension en eau phy- 
siologique stérile d’Empedobacter uliginosum var. natricis [4]. 

A Vautopsie, on reléve des lésions de septicémie générale avec 
muscles congeshonnés, foie dégénéré, vésicule biliaire hypertro- 
phiée. Le sang prélevé aseptiquement fut ensemencé sur bouillon 
nutritif ordinaire. L’isolement classique pratiqué en boite de Petri 
mit en évidence deux types différents de colonies. Deux germes 
furent identifiés 

a) I'lavobactertum hydrophilum ; 

b) Achromobacter stereolropis. 

L’agent microbien ayant entrainé la mort de cette tanche est 
certainement Flavobactertum hydrophilum [2], comme nous le 
préciserons par l'étude du pouvoir pathogéne expérimentai 
d’Achromobacter stereotropis. 


ETUDE DE LA SOUCHE. 


1° Examen A L’ETAT FRAIS : Morphologie. — Dans les cultures 
jeunes en milieux lquides ce germe a une forme de batonnet a 
extrémités arrondies. Le plus souvent il est isolé, mais parfois 
il se présente par paires. Sur les milieux solides (gélose nutri- 
tive) il montre un certain pléomorphisme : a coté des formes 
bacillaires se trouvent des formes courtes ovalaires. Dans les 
milieux Agés ce sont les formes courtes qui prédominent. Il est 
trés mobile grace a une ciliature unipolaire. Pas de formes incur- 
vées, 


(*) Adresse de l’auteur : 15, rue d’Alsace-Lorraine, Poitiers (Vienne). 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1958. 
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~° JEXAMEN APRES COLORATION. — Sur frottis fixés. ces bacilles 
prennent facilement les couleurs d’aniline. Ils ne gardent pas la 
coloration de Gram. Leurs extrémités sont bien décolorées, leur 
centre reste clair (coloration bipolaire), ils n’ont ni spores, ni 
capsules. 

Dimension : 2 w de long sur 0,8 » de large. Les formes en cocci 
ont 1 uw de diamétre, 

Longueur des flagelles: 3 wa 4 uw. 


CARACTERES DES CULTURES. 


1° ConDITIONS DES CULTURES : Conditions physiques. — Ce sont 
des microbes aérobies préférentiels. Ils poussent entre + 4° et 
40° C (optimum de croissance & 25° C). Leur développement est 
abondant dans un milieu ajusté & un pH 7,8. Les pH extrémes 
oscillent entre 6 et 10. 


Conditions chimiques. — En milieu de Stephenson avec du 
nitrate d’ammonium comme source d’azote, ils utilisent le carbone 
du benzene, des pétroles lampants, des méthanol, éthanol, pro- 
pano] et de l’éthylene glycol. Mais ils n’utilisent pas le carbone 
de Voxalate d’ammonium ou du butanol. 

Ils croissent facilement sur les milieux nutritifs ordinaires. 


ASPECT DES CULTURES DANS LES MILIEUX USUELS ¢ Sur bouillon 
nutrilif la culture est rapide. En six heures on apercoit, par agita- 
tion du tube, des ondes moirées. En vingt-quatre heures on voit 
ur. voile a la surface du liquide, le milieu est trouble. Avec le temps, 
le voile devient épais, le milieu se clarific. Il n’y a pas de dépot 
bactérien dans le fond du tube. 

Sur eau peptonée ordinaire, la culture est aisée, le milieu est 
lroublé en vingt-quatre heures et il y a formation d’un voile en 
surface. 

Sur gélose nutritive, les colonies sont difficilement visibles a 
l’ceil nu en vingt-quatre heures. A la loupe, elles sont transparentes, 
rondes, ’ bord régulier. Vers la quarante-huiti¢éme heure elles ont 
1.5 mm i 2 mm de diamétre. Elles sont plates, de couleur blan- 
chatre. Le centre est chagriné, les bords festonnés. Vers le troi- 
siéme jour, elles ont 3 mm de diamétre, elles sont plates, ternes, 
leur bord est irrégulier et en relief. Par transparence, a la loupe, 
elles présentent un centre granuleux et un halo clair périphérique, 
elles ont un aspect en rosace. Elles adherent fortement au milieu 
sans le digérer. Elles ne s’émulsionnent pas dans le sérum physio- 
logique. Elles sont en phase Rh. 

La culture dégage une odeur discréte de savon. 
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Sur gélose profonde de Veillon, le germe se développe surtout 
dans Ja zone d’aérobiose. Il y a dégagement de quelques bulles 
gazeuses en profondeur (1). 

Sur gélose hypersalée & 75 p. 1000, ce microbe ne pousse pas. 

Sur pomme de terre bicarbonatée la culture est abondante, de 
couleur café au lait au début ; vers le sixiéme jour elle prend une 
teinte marron clair. Cette culture est d’aspect glaireux, coulant 
vers le fond du tube. Lorsqu’on touche la culture avee un fil de 
platine et qu’on écarte celui-ci, on étire un fil de mucus. 

Sur pomme de terre glycérinée, l’aspect de la culture est iden- 
tique 4 la précédente. 

En bouillon végétal (pomme de terre-carotte), la culture est 
abondante formant un voile léger en surface. 

Sur gélose-pomme de terre-carotte, la culture est rapide, les 
colonies ont un aspect sec et blanchatre. 

Sur gélose au sang humain il n’y a pas d’hémolyse. 

Sur gélose-ascite la culture est rapide, sans variations des colo- 
es, 

Sur gélose additionnée d’extrait globulaire ou de glycérine 
(4 p. 100) [milieu de Gessard] nous avons deux sortes de colonies : 
FRoets. 

Le petit-lait tournesolé n’est pas modifié en vingt-quatre heures, 
mais alcalinisé en quarante-huit heures. 

Sur gélose a la bile de beeuf la culture est maigre. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES. 


1° METABOLISME DES GLUCIDEs. — Le germe étudié est faible- 
ment glucidolytique. 

En quatre jours il fait fermenter le glucose, en cing jours, 
'e galactose, en huit jours, le xylose, en vingt jours, le maltose. 
‘lL n’y a pas de production de gaz. 

L’arabinose, le rhamnose, le mannitol, le dulcitol, le lactose, 
le saccharose, le lévulose, l’adonite et l’inosite ne sont pas touchés. 

Le milieu de Stern (glycérine) n’est pas modifié. L’esculine 

est pas virée. La cellulose et l’amidon ne sont pas hydrolysés. 


Action str L’urtvE. — L/urée (milieu de Kristensen) n’est 
pas utilisée. 


3° METABOLISME DES PRoTEINES. — En eau peptonée, il n’y a 
pas de formation d’indole, ni d’hydrogéne sulfuré ; on ne décéle 
pas non plus d’ammoniaque. La protéolyse de la gélatine est 


(1). Traces d’N probables. 
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nulle. Le sérum de cheval coagulé n’est pas digéré. Il en est de 
méme du blane d’@uf coagulé. Le lait en tube ne subit aucune 
modification, le lait gélosé en boite de Petri, pas de peptonisation. 


, S = iA = T ¥ 
4° AcTION SUR LE CITRATE DE Na. — Le citrate de soude sur 


milieu de Simmons n’est pas utilisé. 


5° Pocvorr REDUCTEUR. — Les nitrates ne sont pas réduits en 
uitrites. Il y a formation d’ammoniaque. Le rouge neutre n’est pas 
modifié. Le Jait au bleu de méthyléne est réduit. 


6° En miLigv bE CLark er Luss. — La réaction au rouge de 
méthyle et la réaction de Voges Proskauer sont négatives. 


7° PROPRIETES BIOCHIMIQUES PARTICULIERES. — Cetle bactérie 
présente les réactions de la catalase et de l’oxydase positives, 
celle des peroxydases est faible. Le germe ne transforme pas le 
trytophane en acide indolacétique, il est dépourvu de tryptophane 
désaminase. 

Sur milieu au jaune d’ceuf de Mac Lung modifié par Colmer, 
nous n’avons pu mettre en évidence de lécithinase. Ce microbe 
donne une culture visible en quarante-huit heures, sur milieu de 
Braun au KCN. ; 


PROPRILTES PHYSIOLOGIQUES. 


C’est un germe peu résistant 4 la chaleur : une minute a 80° C, 
cing minutes a 60° C et dix minutes a 56°C suffisent pour fe 
tuer. I] est sensible aux antiseptiques ordinaires ; le sublimé a 
1/10 000, les crésyls, le permanganate de potassium, l’eau de Javel, 
ics ammoniums quaternaires au 1/1 000, ont un effet bactéricide. 

Action des sulfamides : le 1162 F, le 2090 RP, le rufol et le 
2616 RP sont trés actifs sur ce germe. 

Action des antibiotiques : la tétracycline, le chloramphénicol, 
la spiramycine, la terramycine, l’auréomycine, la streptomycine, 
la carbomycine, l’érythromycine, la néomycine, ont une action 
bactéricide importante. La framycétine, la bacitracine, la pénicil- 
line ont peu ou pas d’action sur ce microbe. 


VARIATION ET MUTATION. 


Nous avons vu que nolre germe était naturellement en phase R. 
Cependant, en fonction de certains milieux de culture, il peut y 
avoir variation R —> S. C’est ainsi que sur gélose nutritive glycé- 
rinée a 4 p. 100 (milieu de Gessard), ou sur gélose a extrait glo- 
bulaire, on peut voir apparaitre simullanément les deux phases R 
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ef S. Cette mutation n’a pas de caractére génotypique. En repi- 
quant une colonic en phase S sur gélose nutritive on obtient une 
dissociation R et S. 

Sur gélose-pomme de terre-carotte on trouve la phase S. 

Sur pomme de terre glycérinée ou bicarbonatée, le germe se 
présente en phase M. Nous avons pu, par la technique de Legroux, 
mettre en évidence les capsules. 


VIRULENCE ET POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL. 


Le microbe parait dépourvu de virulence, tant pour les homéo- 
thermes que les poikylothermes. 

Pour étudier le pouvoir pathogéne expérimental, 1 em*, 0,25 cm?® 
ou 0,10 cm® d’une suspension en eau physiologique stérile titrant 
10° germes au cm® fut inoculé dans la cavité péritonéale des ani- 
maux suivants 

a) Mammiferes : rat d’élevage (Rattus norvegicus Berk) var. 
albinos, souris d’élevage (Mus. musculus L.) var. albinos. 

b) Poissons ; tanche (Tinca vulgaris Cuv.), carassin (Carassius 
auratus L.), gardon (Leuciscus erythrophthalmus L.), carpe 
(Cyprinus carpio L.), goujon (Gobio fluviatilis Cuv.). 

Tous ces animaux se sont montrés réfractatres a V infection. 
La bactérie étudiée parait dépourvue de pouvoir pathogéne pour 
les animaux mis en expérience,. 


PostvION TAXINOMIOUE. 


La bactérie dont on vient de donner les caractéres est done un 
bacille Gram-négatif, mobile, non chromogéne, dont Vaction sur 
les nitrates est praliquement nulle (ou, tout au moins, la réaction 
des nitrites est négative). 

Ceci permet d’éliminer la famille des Enterobacteriacex et de 
nous orienter vers les Pseudomonadacex, genre Achromobacter. 
Nous avons ici affaire 4 un spécimen ne liquéfiant pas la gélatine, 
peu glycidolytique, ne produisant ni indole, ni H,S, sans action 
sur le factose. L’urée n’étant pas hydrolysée, la détermination 
devient aisée, nous sommes en présence d’une espéce ou d’un type 
tres proche d’Achromobacter stereotropis. 

Cette bactérie fut isolée en 1944 de dépdts marins par Zobell et 
Upham, qui la décrivirent sous le nom de Pseudomonas stereo- 
tropis. elle est connue dans la taxinomie francaise sous |’étiquette 
Achromobacter stereotropts [8, 4] car elle n’élabore aucun pigment. 
Notre étude révéle Vexistence de types dulcaquicoles, qui pos- 
stdent tous les caractéres de Vespéce océanique décrite par les 
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auteurs américains. La seule différence est leur inaptitude a cul- 
liver en présence de fortes concentrations salines. Cette parlicu- 
Javité ne peut justifier la création d’une nouvelle espéce. 

En conclusion, nous nous sommes trouvés en présence d’une 
variété duleaquicole d’Achromobacter stereotropis dont nous avons 
pu étudier en détail un bon nombre de caractéres biochimiques et 
culturaux, qui serviront 4 une meilleur connaissance de l’espéce. 


Résumn. 


Etude d’une sonde d’Achromobacter stereotropis. 

Ce germe a été isolé par culture du sang du coeur d’une tanche 
(Tinea vulgaris Cuv.). 

Les auteurs décrivent en détail Achromobacler stereotropis. Ce 
germe était associé a Flavobacterium hydrophilum. La morpho- 
logie, les caractéres culturaux et biochimiques sont exposés d'une 
fagon compléte. L’innocuité est démonirée par des inoculations de 
cultures pratiquées sur différents animaux. Une discussion taxi- 
nomique et une courte bibliographie terminent cect article. 


SUMMARY 


Srupy or an Achromobacter strain : Achromobacter stereotropis. 


This strain has been isolated from the heart of a tench (Tinca 
vulgaris Cuv.). 

The authors describe in details Achromobacter stereotropts. 

The germ was associated with Flavobacterium hydrophilum. 

The: morphological, cultural and biochemical properties are 
reported. Absence of pathogenicity is evidenced by means of 
inoculation into various animals. 

The paper ends with a taxinomic discussion, and a few refe- 
rences are given. 
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RESISTANCE A L’HEMOLYSE DES HEMATIES 
PAR ADJONCTION D’ANTIBIOTIQUES 
(PENICILLINE-STREPTOMY CINE) 


par R. SEIGNEURIN, R. MAGNIN et M™° J.” FILS (*). 


(Chaire de Bactériologie et Hygiene de l’Ecole Nationale 
de Médecine de  Unwersité de Grenoble 
et Centre Départemental de Transfusion Sanguine de Grenoble) 


INTRODUCTION. 


Au cours de recherches antérieures relatives a la fixation de 
divers antibiotiques sur les hématies (voir bibliographie), nous 
avons montré qu’il ne s’agit pas d’une simple adsorption de sur- 
face, pouvant disparaitre aprés lavage, mais bien d’une véritable 
fixation persistant pendant toute la survie des hématies, fixation 
qui commande un certain taux de répartition de ces antibiotiques 
entre les globules et le plasma, lorsqu’il s’agit de sang total. 
Nous avons en outre constaté en particulier, que l’addition de 
1 million d’unités de pénicilline et de 1 g de dihydrostreptomycine 
a 400 ml, de sang recueillis sur 100 ml de solution anticoagulante 
eitrate-glucose, n’avait aucune action hémolytique sur les glo- 
bules, méme aprés quinze jours de conservation a + 4° C. 

Nous apportons aujourd’hui le résultat de nouvelles recherches 
qui concernent Vaction sur du sang conservé, d’une part, d’un 
mélange bipénicilline-dihydrostreptomycine, d’autre part de terra- 
mycine, action que nous avons comparée a celle exercée par un 
certain taux d’eau oxygénée. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


1° Dans 50 ml de solution anticoagulante ACD (constituée de 
la facon suivante : citrate trisodique 2,50; acide citrique mono- 
hydrique 0,65 ; glucose anhydre pur 2,25 ; eau distillée apyrogéne 
g. Ss. p. 100), on dissout 500000 unités de bipénicilline et 0,5 ¢ 
de dihydrostreptomycine. 

Ensuite, on recueille 200 ml de sang humain (les expériences 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1958. 
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ent été conduiles avec du sang des groupes ORh+, A Rh+, 
A Rh—, et B Rh+). : 

La concentration finale est done de : 500 000 unités de bipéni- 
cilline et de 0,5 g de dihydrostreptomycine pour 250 ml de sang 
total recueilli sur anticoagulant. : 

Aprés mélange soigneux par agitalion ménagée, on répartit 
ces 250 ml dans un certain nombre de flacons de 60 ml que l’on 
conserve a + 4° °C. 

A titre de témoin, 200 ml du méme sang sont recueillis dans 
les mémes conditions sur 50 ml de la solution ACD dépourvue 
dantibiotiques, et sont ensuite distribués en petits flacons qui 
sont conservés 4 + 4° C. 

2° Dans une seconde série d’expériences, des préparations 
analogues sont faites en utilisant la ferramycine (pour injection 
intraveineuse), d'une part au taux de 125 mg dans 50 ml d’ACD; 
d’autre part au taux de 62,5 mg seulement dans 50 ml d’ACD, 
mais additionnée de 2,5 ml d’eau oxygénée a 12 volumes (pour 
250 ml de sang total), enfin, en mélangeant simplement 2,5 mi 
d'eau oxygénée i 50 ml de Ja solution ACD (pour un mélange 
final de 250 ml de sang). 

Naturellement, le méme sang, 4 titre de témoin, est recueilli 
sur la solution ACD pure. 

3° Pour tous ces échantillons, dont certains ont été conservés 
pendant quarant-sept jours a + 4° C, on a déterminé chaque 
semaine, la résistance ylobulaire « Uhémolyse dans des solutions 
salines de dilution croissante. 

La technique suivante a été employée 

D’une solution mére tamponnée 4 un pH de 7,4, équivalente a 
du CINa a 10 p. 100, on fait une dilution 4 1/10 (1 p. 100), que 
Von porte dans une série de tubes selon le tableau I. 


Tasieau I. 


Ga ae ae a a a 


‘solution i ! ! ! ! ! ! H r t 
, ! i J ! ! ' 65? ' ' i ! ' } 
\ClNa1%(m1)$27274 22 404222942, 1011, 9541,8011,65 1,507 1,554 1, 2051,0540, 900,75 
\, 
[-----—_—_}}—__+_+-__—-++—-- 7 - - } 
! ' ' 
s: ! , 

i) , 

' r 


t 
, 1 ' r ' , 
'1ée (ml) - 10,45t0,6010,7510,,90/1,0511,20$1,3511,5011,6541, 8011, 9542, 1012, 25 
a ' 


lconcentra-! i y | H H ' 1 t j ' r 

tion obte fo gato solo. 7510,7010,6510,6010,5510,50f0, 4510, 4010,3510,3010,25 
ah NE NE EH UO BEA Aa ,70,0,6570,60;0,554,0,50f0, 4 ee AR READ 

wie en ! H f } ’ ' r 1 ’ ' ! ' 


Dans chacun de ces tubles. on ajoute 0,15 ml de sang total, 
(provenant du flacon conservé 4 + 4° C, et agité doucement au 


moment de |’examen). 
Le contenu de chaque tube est rendu homogéne en le retour- 
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nant délicatement ; puis les tubes sont placés pendant. trente 


= 


minutes au bain-marie & 37° C. 


Nemadyse i 
400 


50 


(e) B 
08 06 oe 
Fic, 1. — En abscisses, ClNa p. 100. En ordonnées, hémolyse p. 100. 
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Vic. 2. — En abscisses, ClNa p- 100. En ordonnées, hémolyse p. 100. 


On les centrifuge ensuite et l’on décante 
qui est photométré, 

Deux témoins sont préparés 

a) Le témoin sans hémolyse (0 p. 100) est obtenu 
gcant 2 gouttes de sérum A 3 ml d’e 


le liquide surnageant, 


en mélan- 
au physiologique. > 
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b) Le témoin 4 hémolyse totale (100 p. 100) est obtenu en mélan- 


geant 0,15 ml de sang total a 3 ml d’eau distillée ; le mélange 
est porté lrente minutes a 37° C, puis centrifugé ; le liquide surna- 


Hemolyse % 
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Fic. 3. — En abscisses, CINa p. 100. En ordonnées, hémolyse p. 100. 


Hemolyse 7 
{00 


50 


O 


0,8 0.6 0.4 


Fic. 4. — En abscisses, ClNa p. 100. En ordonnées, hémolyse p. 100. 


geant, décanté, est celui considéré comme ayant une hémolyse 
de 100 p. 100. 

Un graphique d’étalonnage du photométre permet de convertir 
les degrés optiques en pourcentages d’hémolyse. 
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4° On a aussi mesuré la viscosité au viscosimétre de Hess et 
noté l’aspect général du plasma surnageant les globules, au cours 
de ces semaines de conservation. 


Hemolyse % 


A400 
50 
08 0.6 04 
Fic. 5. — En abscisses, ClNa p. 100. En ordonnées, hémolyse p. 100. 


Hemolyse y 


100 
50 
0 
08 0.6 0 4 
Fic, 6. — En abscisses, ClINa p. 100. En ordonnées, hémolyse p. 100. 
AESULTATS. 


Ils sont donnés par les graphiques ci-joints qui résultent d’expé- 
riences conduites sur 18 échantillons de sang. 

Ils montrent que, dans les conditions expérimentales indiquées 
et pour les concentrations utilisées 

1° Les hématies additionnées de bipénicilline-dihydrostreptomy- 
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cine sont plus résistantes A l’hémolyse que les hématies témoins ; 
tout se passe comme si ces antibiotiques avaient une certaine 
action protectrice sur les hématies ; 

2° L’addition d’eau oxygénée n’a aucune influence sur la résis- 
tance 4 l’hémolyse des globules ; la seule différence est la colo- 
ration rouge vif qu’acquiert et que garde le sang conservé traité 
par Peau oxygénée, 

3° Par contre, les hématies additionnées de terramycine sont 
moins résistantes 4 l’hémolyse que les hématies témoins. 

4° Quant 4 la viscosité, elle nous a paru varier d’un sang a 
Pautre, ef aucune conclusion n’a pu en étre tirée. 


AXESUME. 


Du sang recueilli sur une solution anticoagulante additionnée 
au préalable de bipénicilline-dihydrostreptomycine (respective- 
ment 500 000 unités et 0,5 g pour 250 ml du mélange total 
final), acquiert deux propriétés particuliérement intéressantes et 
pouvant étre d'une certaine ulilité, lorsque a une thérapeutique 
par transfusion, s’ajoute un traitement par pénicilline-streptomy- 
cine 

Dune part, Vantibiotique est firé sur les hématies, qui acquié- 
rent ainst des propriétés bactéricitdes « itinérantes » ; 

Ces hématies, d’autre part, sont plus résistantes a Vhémolyse 
gue les globules témoins sans anttbiotique. 

I] est bien entendu que la pratique de mélanger le sang a la 
solution citrate-antibiotiques, loin d’étre systématique, doit étre 
réservée aux seuls cas ott la thérapeutique instituée a recours a 
la fois aux transfusions et aux injections de ces antibiotiques : 
leur action réciproque semble devoir s’en trouver renforcée. 


SUMMARY 


ERYTHROCYTES RESISTANCE TO TEMOLYSIS AFTER ADDITION 

OF ANTIBIOTICS (PENICILLIN-STREPTOMYCIN). 

Human blood is introduced into an anti-coagulating solution 

containing 500 000 units of bipenicillin and 0.5 g of dihydrostrep- 

tomycin (for a final total volume of 250 ml). This blood acquires 
two particularly important properties 

1. The antibiotic is adsorbed onto the erythrocytes, which 

acquire so « itinerant » bactericidal capacity. 

2. These erythrocytes are more resistant to hemolysis than 

control erythrocytes without antibiotic. 
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Nous avons, dans une publication précédente [4], rapporté les 
résullats de lhyperimmunisation de chevaux dépourvus d’immu- 
mité de base (chevaux Schick-positifs) par une anatoxine diphté- 
rique de haute pureté. 

Nous présentons ici les résultats de l’étude de ces sérums par 
la méthode de précipitation quantitative. 


MsTERIEL ET METHODES. 


1° Sérums. — Le mode d’obtention des sérums a été décrit anté- 
rieurement [4]. 

Nous avons établi les courbes de précipitation des échantillons les 
plus typiques, dont nous rappelons les principaux caractéres dans le 
tableau I. 

Nous avons par ailleurs préparé par relargage, par le sulfate d’am- 
monium, deux fractions du sérum 825, saignée du _ trente-neuviéme 


TasLeau I, 


Nature | 
N total} électrophorétique 
Selonée EU Cll asm | de 1 antitoxinel. 


beta-2- 


ie Samm te T 
gamma 
} 


825 P| 
825 
fraction S, gay 
825 39°jour} 175 | 0,23 | 2,34 | +++ (+) 
fraction Sy E . 


(*) Manuscrit recu Je 19 décembre 1958. 
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jour. La premiére fraction S; a été obtenue en ajoutant a 1 volume 
de sérum 1 volume d’eau distillée et 1 volume de sulfate d’ammonium 
saturé neutre (concentration en SO,Am, = 0,33 de saturation). La 
deuxiéme fraction Sy a été obtenue par addition d’un volume supplé- 
mentaire de solution saturée de sulfate d’ammonium, de fagon a 
ramener la concentration & 0,40 de saturation; le précipité ainsi 
obtenu a été refractionné entre 0,33 et 0,50 de saturation en SO,Am,. 

Les deux précipités ont été redissous en tampon phosphate M/16, 
pH 7,0 + NaCl 0,175 M, et dialysés contre le méme tampon. Les carac- 
teres des solutions obtenues sont rapportés dans le tableau I. 


2° Tozines. — Les échantillons employés étaient des préparations 
purifiées selon une technique dont le principe a été bri¢vement 
décrit [2, 3] et qui fera l’objet d’une publication plus détaillée [4]. 

Dans certains cas, nous avons utilisé des préparations de pureté 
inférieure a celle de la toxine cristallisée (tableau II). 


TasLeau II. 


employée pour 


| Pureté de la toxine 


Figure Antitoxine | \'établissement de la | 
| courbe 
| 854 (saignée du 25° jour) | 3080 UF/mgN 
Zz BOS iy ie COS na 2600 « wou 
%) 825 ( ua tech i 2) | 2600 w nou 
| 4 825 (fraction Sy) ZANGIOM iy nie 
5 Be2G0 mw Sel | 2580 » uu 


= = = J 


3° Les courbes de précipitation ont été établies dans les conditions 
analogues a celles employées par Pappenheimer et Robinson [5]. 

Des quantités croissantes de toxine ont été ajoutées & une quantité 
fixe de sérum. Cette quantité de sérum a été prise égale A 406 unités 


de floculation (1). 


(1) L’élément constant dans les mesures effectuées est donc repré- 
senté par le pouvoir de précipitation du sérum (vis-d-vis de la toxine 
diphtérique) mesuré par la méthode de floculation. 

Le titre floculant de nos sérums a été déterminé par la technique 
de Ramon [6] en utilisant une toxine brute ou pure, standardisée grace 
a étalon international de floculation. L’emploi de ce dernier donne 
une définition dépourvue d’ambiguité, de l’unité Lf de toxine diph- 
térique. 

Les résultats concordants de divers laboratoires [7, 8, 3, 9] indiquent. 
en effet, que lVunité Lf de toxine diphtérique purifiée correspond 
sensiblement a 0,33-0,31 pe d’N. 

La recherche du titre floculant de nos sérums a été faite en employant 
1 ou 2 ml d’une solution de toxine & 35 Lf par millilitre et en ajou- 
tant des quantités croissantes du sérum 2 titrer. Les tubes étaient 
placés au bain-marie a 45°. On détermine ainsi le mélange pour 
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Le volume final était de 5 ml. Le tampon employé était du borate 
de sodium M/50, pH 7,2, contenant 9 p. 1000 de NaCl. Les détermi- 
nations ont été faites en double. Les tubes bouchés ont été maintenus 
a l’étuve & 37° pendant deux heures, puis d 0° pendant quarante-huit 
heures. Ils ont été alors centrifugés 4 0°, pendant dix minutes a 
10 000 tours/minute sur centrifugeur Sorvall refroidi. 

Les surnageants prélevés par décantation ont été mis de cété pour 
la recherche de l’excés d’antigéne ou d’anticorps. Les précipités ont 
élé lavés deux fois par remise en suspension dans 5 ml du méme 
tampon préalablement refroidi 4 0°. Aprés dissolution en soude N/10 
(1 ml), ils ont été transférés quantitativement dans des matras 4 miné- 
ralisation. L’azote total a été déterminé par kjeldahlisation. L’ammo- 
niaque a été distillée dans l'appareil de Markham [415] légtrement 
modifié. L’ammoniaque a été titrée au fur et A mesure de sa distil- 
lation, par de l’acide sulfurique N/70 avec l’indicateur de Tashiro [16] 
(bleu de méthyléne 0,05 p. 100 + rouge de méthyle 0,1 p. 100), 


lequel la floculation est la plus rapide 4 apparaitre. Le titre floculant 
ainsi déterminé (technique béta) correspond au titre obtenu par la 
méthode de Dean et Webb [40] pour la plupart des sérums (sérums 
4 béta-2-antitoxine). 

Lorsque les deux optima béta et alpha ne coincident pas par les 
techniques habituelles, ce fait est dd, comme l’on noté Bowen et 
Wyman [44] & l’influence qu’exercent les variations de la concentra- 
tion totale (antitoxine + toxine). Si on opére a concentration totale 
antitoxine + toxine constante (concentrations absolues exprimées en 
unités de poids ou en poids d’azote protéique par unité de volume), 
selon une technique que nous nous proposons d’appeler « Technique 
gamma », les deux optima alpha et béta coincident dans tous les 
cas, quel que soit le sérum considéré. L’étude de ce phénoméne dans 
le cas de nos divers sérums est rapportée en détail ailleurs [42]. 

Les titres floculants des sérums que nous avons utilisés sont done 
définis sans ambiguité. Ils sont reproductibles avec une précision de 
5 p. 100; ils ne dépendent pas de la technique utilisée, les techniques 
alpha et béta donnant les mémes résultats sous les réserves précé- 
dentes. Le mélange sérum + toxine qui flocule le premier permet donc 
de définir un titre floculant bien déterminé, qui correspond a une 
propriété fixe du systéme considéré. 

Marrack [43] a justement insisté sur importance des précisions 
a apporter sur ce point particulier. Il est en effet maintenant bien 
établi, d’aprés Jes résultats de nombreux auteurs (Cf. en particu- 
lier [43]) que lVunité Lf d’antitoxine antidiphtérique n’est pas une 
unité de poids absolue. La quantité de globuline anticorps corres- 
pondant A 1 unité Lf d’antitoxine, exprimée en microgrammes d’azote, 
varie selon les sérums. Nous avons observé des variations allant de 
1,10 2 5,0 et exceptionnellement 6,87 microgrammes d’azote par Ta 
d’antitoxine [44]). Les gamma antitoxines donnent les chiffres les 
plus élevés, les antitoxines obtenues par digestion pepsique du _ pré- 
cipité spécifique béta-2-antitoxine-toxine (antitoxines béta-prime), les 
chiffres les plus faibles. 
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Nous avons recherché, dans les surnageants, la toxine libre active 
in vivo, la toxine libre encore capable de réagir in vitro, l’antitoxine 
libre pouryue d’activité neutralisante et l’antitoxine libre encore capable 
de réagir avec la toxine in vitro. 

1° La toxine libre active in vivo a été recherchée par injection intra- 
dermigue au lapin blanc, selon Ja technique décrite par Jerne [47]. 
Avec Jensen [48], nous définissons la dose minima réactive (D. M. R.) 
comme la plus faible quantité de toxine qui, injectée sous le volume 
de 0,1 ml par voie intradermique au lapin, provoque au bout de qua- 
rante-quatre heures une zone érythémateuse de 8 mm de diaméetre. 

Pour faciliter Ja comparaison entre les unités in vitro (Lf) de toxine 
et les unités toxiques (D. M.R.), nous avons admis qu’une unité de 
floculation de toxine diphtérique pure, dépourvue de toxoide, corres- 
pondait & 200000 D.M.R. Les résultats des déterminations in vivo 
peuvent ainsi étre transformés en unités « équivalentes » de flocula- 
tion. Méme si la valeur de ce coefficient est discutée par certains 
auteurs, elle peut toujours étre admise comme un moyen commode 
de comparer les résultats des déterminations de la concentration de la 
toxine par Jes techniques in vivo et in vitro. 

2° La toxine libre encore capable de réagir in vilro a été recherchée 
par précipitation spécifique en gel, par la technique de double diffu- 
sion d’Oakley-Fulthorpe [19]. La réaction a été effectuée en tubes de 
9 mm de diamétre contenant dans la couche inférieure 0,5 ml du 
sérum antidiphtérique étudié, dilué de facon a réaliser aprés gélifica- 
tion par 0,75 p. 100 de gélose, une concentration de 20 unités Lf 
(@antitoxine par millilitre. La couche intermédiaire contenait 0,5 ml 
de gélose 4 0,75 p. 100. La couche supérieure était représentée par le 
liquide surnageant de la précipitation quantitative (2). 

3° La présence d’antitoxine pourvue d’activilé neutralisante in vivo 
a été recherchée par la détermination du titre neutralisant résiduel, 
selon la technique classique de mesure du pouvoir neutralisant [20]. 
Les titres sont exprimés en unités internationales (U. I.). 

4° La présence d’antitoxine encore capable de réagir in vitro avec 
la toxine a été recherchée par précipitation spécifique en gel, par la 
technique d’Oakley-Fulthorpe. La couche inférieure est, dans ce cas, 
constituée par une solution de toxine pure gélosée & 0,75 p. 100, de 
concentration finale égale 4 20 unités Lf de toxine par millilitre ; Ja 
couche supérieure est constituée par le surnageant de la précipitation 
quantitative. 

5° La toxicité des précipités a été déterminée par injection intra- 
dermique. Le précipité lavé a été, aprés homogénéisation, remis en 
suspension dans 5 ml de tampon. Les dilutions ont été faites sous 
agitation afin d’éviter le dépét du précipité. La détermination de la 
dilution la plus faible de cette suspension qui donne encore une réac- 
tion intradermique positive, permet de fixer un ordre de grandeur 


tres satisfaisant de la quantité de toxine non neutralisée présente dans 
le précipité spécifique. 


(2) La présence de toxine libre ou d’antitoxine libre (in vitro) sera 
indiquée dans les figures par un trait ( ) ; une ligne pointillée 
indiquera un résultat faiblement positif (- - - - - ). 
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Nous avons pu vérifier ce point particulier au cours de trés nom- 
breuses déterminations. Le caractére hétérogéne de la suspension 
initiale ne permet pas cependant de considérer ces déterminations 
comme une mesure exacte de la quantité totale de toxine non neutra- 
lisée présente dans le précipité spécifique. Lorsque l’injection de 0,1 ml 
de la suspension initliale non diluée (précipité spécifique correspondant 
a 400 Lf d’antitoxine + quantité variable de toxine remis en suspension 
dans 5 ml de tampon) ne donne aucune réaction, on peut affirmer 
que la quantité de toxine libre est négligeable. 

On arrive ainsi facilement par injection de ces précipilés & déter- 
miner avec précision le premier mélange insoluble (sérum + toxine) 
qui contient un exces de toxine non neutralisée. 

On peut évidemment considérer que la toxine n’est pas vraiment 
non neutralisée, mais qu’elle est simplement engagée dans une combi- 
naison aisément dissociable in vivo. C’est A notre avis un faux pro- 
bléme. 

Les précipités spécifiques, formés dans la zone d’exces d’anticorps 
pour les sérums hyperimmuns avides, ne sont jamais toxiques. Par 
contre, les précipités obtenus pour une valeur du rapport toxine/anti- 
toxine supérieure & celle du mélange L+ sont toxiques, méme dans 
le cas des sérums ayides. 

Nous admettons donc que les précipités qui sont toxiques doivent 
cette propriété au taux insuffisant d’antlicorps neutralisants qu’ils 
contiennent. 

Si seule la dissociation du précipilé in vivo expliquait leur toxicité 
résiduelle, elle devrait aussi s’observer avant le mélange L+, pour 
tous les précipités spécifiques. Cependant, méme si la toxicité observée 
des précipités spécifiques est due a la dissociation du complexe toxine- 
antitoxine, l’essentiel des conclusions que nous en avons tirées reste 
valable. 

Il suffit alors d’admettre que dans tous les cas, méme celui des 
sérums avides, le mélange L+ est représenté par un complexe de 
composition en toxine et en antitoxine telle que lorsqu’il est injecté 
A Vanimal, une partie de la toxine combinée est libérée par disso- 
ciation. 

De toute facon, le probleme reste le méme. 

Dans le cas des sérums de rapport L+/Lf voisin de 1, hyperimmuns 
et avides, ce mélange L+ est trés voisin du point d’équivalence sur 
la courbe de précipitation quantitative. 

Dans le cas des sérums de rapport L+/Lf trés nettement inférieur 
a1, et non avides, le mélange L+ se situe en zone d’excés d’anticorps 
sur la courbe de précipitation quantitative. 


RESULTATS. 


La figure 1 montre la courbe de précipitation quantitative 
obtenue avec le sérum 854, saignée du vingt-cinquiéme jour. 

Nous voyons que Ja courbe est de type précipitine ; elle pré- 
sente une forme arrondie et passe par lVorigine. 'L’étude des 
surnageants montre qu'il n’y a de la toxine libre active in vivo, 
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en quantilés appréciables, qu’a partir du point maximum de la 
courbe ; ce point se trouve a droite de l’optimum de floculation. 
A partir de ce point on retrouve aussi de la toxine libre in vitro 


Sérum 825~_Saignée du 39° jour 


Antitoxine libre 
“in vitro” Toxine libre “/n vitro” 


{e) 


w PRECIPITE 


DM.R./2105 dans le SURNAGEANT 


N TOTAL dans le PRECIPITE mg 
[e) 
Le.) 


a 
b 


° : 500. TOXINE AJOUTEE UF 1,000 


Sérum 825 fraction Sy 


Antitoxine libre 
‘in vitro” Toxine libre “7 wtro” 
ge 


« PRECIPITE 


= D.M.R./210°5 dans le SURNAGEANT 


N TOTAL dons le PRECIPITE mg 
a 
9) 


le 


par le test de diffusion en gélose. Par contre, le précipité devient 
toxique 4 partir du point L+. . 

La figure 2 montre la courbe de précipitation quantitative d’une 
saignée effectuée chez le méme cheval, aprés une hyperimmuni- 


sation plus prolongée. 
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La courbe reste du type précipitine, mais elle ne passe plus 
par lorigine. 

Ici aussi, le précipité spécifique est toxique a parur du 
point L+, mais celui-ei est voisin du point Lf et situé a une 
faible distance du point de précipitation maximum. 

La figure 8 montre les résultats obtenus avec un autre sérum, 
le n° 825, saignée du trente-neuviéme jour. La courbe présente 
de nouveau Je type précipitine. 
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Pour vérifier si la forme de la courbe est propre a ces sérums 
de caractéres spéciaux, ou est influencée par la quantité élevée 
de globulines gamma présentes dans ces préparations, nous avons 
établi les courbes des fractions 825 — $1, riche en gammaz-anti- 
toxine et 825 — Sn, riche en béta-2-antitoxine. 

La fraction Su (fig. 4) présente une courbe de type floculation, 
la fraction Sx (fig. 5) une courbe de type précipitine. La forme 
de Ja courbe des antitoxines de cheval dépend done uniquement 
de leur nature électrophorétique. Les résultats obtenus avec 
les antitoxines neutralisantes préparées chez des chevaux avec 
immunité de base (Schick-négatifs) [44, 24] sont done aussi 
valables pour les antitoxines peu neutralisantes obtenues par 
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hyperimmunisation des chevaux sans immunité de base (Schick- 
positifs), Les gamma-antitoxines donnent une courbe de type 
précipitine, les béta-2-antitoxines, une courbe de type floculation. 

Le type de courbe est indépendant de Vintensité du pouvoir 
neutralisant. 

L’absence de corrélation entre le pouvoir neutralisant et le 
pouvoir précipitant des sérums que nous étudions ici reléve d’un 
autre mécanisme. 


Discussion. 


Les courbes de précipitation quantitative que nous venons de 
présenter, comme d’ailleurs celles des auteurs qui nous ont pré- 
cédés, ont été établies A taux de sérum constant et taux de toxine 
variable. Pour chaque cas particulier considéré, cette technique 
permet de déterminer l’azote total spécifiquement précipitable par 
la toxine. 

Ce chiffre exprime, beaucoup mieux que tous les autres titres, 
le taux d’anticorps antidiphtériques précipitants total du sérum 
considéré, 

Malheureusement, comme le montre la présente communication, 
ce taux d’anticorps antidiphtériques précipitants total ne présente 
aucune relation obligatoire et fixe avec le pouvow neutralisant. 

Ce dernier ne peut donc étre mesuré pour l’instant de facon 
valable que par la détermination directe selon les techniques 
classiques qui n’ont pas fait beaucoup de progrés depuis Ehrlich. 

La plupart des sérums commerciaux, préparés par hyperimmu- 
nisation de chevaux Schick-négatifs, élant des sérums a béta-2- 
antitoxines de rapport L+/Lf voisin de 1, il y a cependant corres- 
pondance entre les titres in vivo et in vitro dans ces cas, mais 
cette correspondance n'est pas rigoureuse. 

L’hétérogénéité des anticorps antidiphtériques, comme d’ailleurs 
celles des anticorps antitétaniques, est due, a notre avis, a la 
multiplicité des groupements déterminants sur la molécule de 
toxine. 

La toxicité de cette protéine est déterminée par une structure 
associée a un seul de ces groupements antigéniques. Seuls les 
anticorps correspondant a ce groupement particulier sont neutra- 
lisants. Les autres groupements antigéniques provoquent la for- 
mation d’anticorps qui réagissent spécifiquement avec Ja toxine 
sans la neutraliser. 

Cette conception est trés différente de celle de Pope [22, 28, 24]. 
Cet auteur admet que la toxine diphtérique donne naissance a des 
anticorps neutralisants non précipitants, les anticorps précipitants 
présents dans les sérums antidiphtériques étant dirigés contre des 
antigénes accessoires, distincts de la toxine et presents a titre 
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d’impuretés méme dans les préparations de toxine a 3 000- 
3 200 Lf/mg N. 

L’argument le plus valable contre cette conception nous parait 
étre la toxicité observée ici des précipités spécifiques. Pour 
l’expliquer sans faire intervenir ]’existence d’anticorps spécifiques 
antidiphtériques précipitants et non neutralisants, il faudrait 
admettre que Ja toxine est entrain¢ée de facon non spécifique dans 
le précipité formé par un systéme accessoire. 

Cette hypothése nous parait peu vraisemblable. Elle n’a pu étre 
vérifiée ni par Yoneda et Pappenheimer [25], utilisant une toxine 
marquée au *S, ni par nous-mémes, par emploi d’une toxine 
marquée a ]’*J. 


CoNCLUSIONS ET RESUME. 


La réaction de précipitation quantitative toxine-antitoxine diph- 
tériques a été étudiée avec des sérums de chevaux sans immunité 
de base, Les anticorps antitoxine diphtérique sont associés aux 
béta-2- et aux gamma-globulines du sérum de cheval. Les courbes 
de précipitation quantitative sont de type floculation pour les 
sérums riches en béta-2-antitoxines et de type précipitine pour 
les sérums riches en gamma-antitoxines. 

La réaction de la toxine diphtérique avec les sérums floculants, 
mais seulement faiblement neutralisants, est comparable a la 
réaction entre certains systemes enzyme-antienzyme. Le précipité 
formé devient toxique 4 partir du point L+, lequel se trouve en 
zone d’excés d’anticorps. 

Dans le cas des sérums contenant trés peu d’anticorps neutra- 
lisants, tous les précipités peuvent méme étre toxiques. 

La toxine diphtérique, considérée comme une protéine de 
structure définie comporte plusieurs sites antigéniques distincts. 


SUMMARY 


QUANTITATIVE STUDIES OF THE REACTION BETWEEN 
DIPHTHERIA TOXIN AND DIFFERENT ANTI-DIPHTHERIA 
SERA OF LOW NEUTRALIZING CAPACITY. 


The quantitative diphtheria toxin-antitoxin reaction has been 
studied with sera obtained in horses devoid of basic immunity. 
The antibodies are associated with the beta-2- and gamma-glo- 
bulin serum fractions. 

The quantitative precipitating curves showed the flocculation 
type with the heta-2-antibodies and the precipitating type with 
the gamma-antibodies. 
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The reaction between the diphtheria toxin and the flocculating 
non neutralizing antibodies is comparable with the reaction of 
certain enzyme-antienzyme systems. The precipitate becomes 
toxic at the L+ point, situated in the antibody excess region. 
All the precipitates are toxic when the serum is poor in neutra- 
lizing antibodies. Diphtheria toxin must be considered as being 
a definite protein molecule with different distinct antigenic sites. 
Only certain of these antigenic sites produce neutralizing anti- 
bodies, The other ones produce antibodies, able to react speci- 
fically with the toxin, without neutralization. 
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UTILISATION DES ANTAGONISTES BACTERIENS 
DANS LA LUTTE CONTRE LES INFECTIONS DES PLANTES 


par N. A. KRASSILNIKOV, A.G. KUCHAEVA 
et G. K. SKRYABIN (*). 


((nstitut de Microbiologie de l’Académie des Sciences, Moscou) 


Le phénoméne de l’antagonisme bactérien a depuis longtemps 
altiré l’attention des spécialistes de la biologie du sol et des agro- 
nomes. La littérature comprend de nombreux travaux sur les 
essais d’utilisation des antagonistes dans la lutte contre les bacté- 
ries phytopathogénes et les champignons (Krassilnikov, 1954 a). 
Actuellement le phénoméne de l’antagonisme est étudié et expé- 
rimenté dans un double but 

1° Améhorer Je sol par l’emploi des antagonistes bactériens ; 

2° Réaliser le traitement des plantes malades par les antibio- 
tiques, 


1, — L’ANTAGONISME BACTERIEN, FACTEUR DE L’ AMELIORATION DU SOL. 


On sait depuis longtemps que de nombreuses bactéries, tant 
pathogénes que saprophytes, meurent rapidement quand on les 
introduit dans le sol. Ainsi, les bactéries des nodosités du soja 
dont l’habitat normal est le sol des pays méditerranéens, ne 
se développent pas dans le sol des pays nordiques. Les Azoto- 
bacter, B. subtilis et d'autres bactéries ne se développent pas 
dans certains sols. D’aprés nos observations, la dynamique de la 
disparition des bactéries des nodosités du tréfle dans les sols 
non cultivés en tréfle, dépend de ces mémes facteurs : deux jours 
apres l’introduction de 65000 bactéries par gramme de sol, leur 
nombre tombe a 15 000; aprés trois jours, & 1000; aprés cing 
jours, A 10. 

Les bactéries phytopathogénes sont également éliminées du sol 
avec une relative rapidité : B. armeniaca en six jours; B. citri en 
six a quarante jours; B. aroidoae en treize A quinze jours; etc. 
B. tabacum, Ps. malvacearum, B. citriputeale, B. amylovorum 
ef autres ne survivent pas dans le sol (Gorlenko, 1950). 


(*) Manuscrit recu le 6 novembre 1958. 
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Ainsi les sols ont le pouvoir de supprimer le développement 
de certains types de bactéries, certains types disparaissant dans 
certains sols, d'autres types dans d’autres sols. 

Les facteurs bactéricides ou fongicides des sols peuvent étre 
divers : physiques, chimiques ou biologiques. Dans la plupart des 
cas (et probablement dans tous), le pouvoir bactéricide du sol est 
du a l’antagonisme bactérien. Le sol contient un grand nombre 
d’antagonistes : bactéries, champignons, Actinomycetes, proto- 
zoaires, etc., qui élaborent des substances antibiotiques. Le nom- 
bre de ces organismes dans le sol peut étre trés grand ; nous en 
avons trouvé des dizaines et des centaines de milliers, dans 
quelques cas méme des millions, par gramme. Dans les podzols 
de Moscou, nous avons trouvé des antagonistes d’ Actinomycetes 
au nombre de 40 000 a 1 million par gramme, et des antagonistes 
de bactéries sporulées au nombre de 20 000 4 500 000 par gramme. 

Le nombre des microorganismes varie suivant la composition 
du sol, son revétement végétal et les conditions climatiques. La 
plante est un facteur puissant de sélection et d’accumulation d’anta- 
gonistes bactériens dans le sol. Certains types de plantes favori- 
sent leur croissance, d’autres ne le font pas (Krassilnikov, 1940). 
Les expériences montrent que les antagonistes suppriment le déve- 
loppement des bactéries et des champignons, non seulement en 
cultures expérimentales, mais aussi sur le terrain. Le développe- 
ment d’Azotobacter chroococcum et B. mycoides est fortement 
réduit dans un sol qui contient un grand nombre de leurs anta- 
gonistes : M. mesentericus, B. subtilis, et d'autres. 

Il a été prouvé que, dans certains sols, les antagonistes bacté- 
riens inhibent nettement le développement de l’activité des bacté- 
ries des nodosités. D’aprés Demolon et Dunes (1936), celles-ci 
peuvent élre éliminées du sol et inactivées par les bactériophages. 

On trouve dans la littérature de nombreux travaux sur la des- 
truction des champignons pathogénes dans le sol par les antago- 
nistes. L’enrichissement artificiel des sols avec des antagonistes 
réduit Je pourcentage des plantes malades. Des résultats positifs 
ont été obtenus sur le terrain dans la lutte contre les infections 
des plantes au moyen des antagonistes. Beresova a utilisé des 
bactéries mycolytiques pour lutter contre la fusariose du lin dans 
les cultures industrielles. Le pourcentage de la maladie fut réduit 
d’environ 40 p. 100 et méme dans certains cas de 60 p. 100 et 
plus. Raznitsina a utilisé avec succés des bactéries contre la fusa- 
riose des semis de pin. Sur le terrain, la maladie diminua de 60 
4 80 p. 100 et au laboratoire, de 70 & 90 p. 100 et plus. Des résul- 
tats A peu prés semblables furent obtenus par Korenyako et Kuzi- 
nan, qui utilisérent des bactéries contre la flétrissure du coton 
provoquée par Vertic. dahliae (Krassilnikov et Raznitsina, 1946). 
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Kublanovskaya obtint une réduction importante de la méme mala- 
die en employant, comme antagonistes, des Actinomycetes. 

Certaines espéces d’antagonistes protégent les plantes contre les 
champignons Fusarium vasinfectum et Vertic. dahliae dans une 
proportion de 30 a 40 p. 100 dans les cultures industrielles et jus- 
qu’a 60 4 80 p. 100 dans les champs d’expérience (cité par Krassil- 
mov, 1954 b). 

Tous ces résultats montrent que les sols peuvent étre débar- 
rassés des germes pathogénes au moyen des antagonistes bacte 
riens et, ainsi, améliorés, Il faut seulement enrichir le sol avec 
des antagonistes, el l’expérience montre que ceci peut étre réalisé 
de trois facons : a) en introduisant dans le sol des cultures con- 
nues ; b) en sélectionnant, dans les rotations, les plantes qui 
favoriseront |’élimination des formes phytopathogénes ; ¢) par la 
combinaison de la premiére et de la seconde méthode. 

Si Von introduit dans le sol des cultures bactériennes toutes 
faites, il ne faut pas oublier que toutes les espéces de bactéries 
ne sy acclimateront pas et que, parmi celles qui s acclimateront, 
toutes ne seront pas actives, 

L’emploi des plantes pour l’amélioration du sol est basé sur 
leur capacité de sélectionner des espéces données de bactéries, ces 
bactéries étant, soit utiles, soit nuisibles (Krassilnikov, 1944). 


II. — EwpLor DES ANTIBIOTIQUES DANS LA LUTTE 
CONTRE LES INFECTIONS DES PLANTES. 


Les antagonistes bactériens suppriment leurs concurrents au 
moyen des produits de leur métabolisme et, parmi ceux-ci, les 
antibiotiques sont d’une importance toute particuliére. Le succés 
des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire a incité a 
expérimenter ces substances pour le développement des plantes. 
Nos premiéres recherches dans cette direction (1947) ont été réali- 
sées avec des antibiotiques naturels d’origine bactérienne. Nous 
avons montré alors que certaines substances actives produites par 
les bactéries non sporulées Bact. nitrificans, Ps. fluorescens, 
ajoutées dans ie milieu, pénétrent dans la plante et y produisent 
un effet déterminé. 

Dans des recherches ultérieures (1951-1954), nous avons utilisé 
des antibiotiques chimiquement purs (pénicilline, streptomycine, 
auréomycine, gramicidine, subtiline, mycétine, etc.), que nous 
ajoutions au substrat sur lequel étaient cultivés des végétaux tels 
que mais, blé, pois, ete. L’expérience montre que les plantes 
absorbent rapidement et en grande quantité de nombreuses 
substances antibiotiques au moyen de leurs racines (tableau I). 
Il ressort de ce tableau que la majeure partie des antibiotiques se 


ANTIBIOTIQUES ET INFECTION DES PLANTES 551 


Tanteau I. — Pénétration des antibiotiques dans la plante par les 
racines (Nombre d’unités antibactériennes par gramme de tissu). 


Blé 
Racines , Tiges,Feuilles 


Antibiotiques 


Racines| Tiges|Feuilles 


Pénicilline 


Streptomycine 


Grisémine 


concentre dans les racines, les quantités rencontrées dans les 
parties de la plante qui se trouvent au-dessus du sol étant beau- 
coup moins importantes. 

Certains antibiotiques (mycétine, subtiline, gramicidine) ne 
pénetrent que dans les racines ; on ne les rencontre pas dans les 
parties qui se trouvent au-dessus du sol, du moins tant que la 
plante est saine. 


Les antibiotiques non toxiques ou faiblement toxiques (péni- 
cilline, streptomycine, etc.) pénétrent dans les plantes assez rapi- 
dement : deux heures aprés qu’une plante a été immergée par ses 
racines dans une solution d’antibiotique, celui-ci peut étre décelé 
dans les tissus. 


Les antibioliques peuvent étre introduits dans la plante non 
seulement par les racines, mais aussi par les parties qui se trou- 
vent au-dessus du sol : tige et feuilles. Les expériences suivantes 
décrivent l’entrée d’ant:biotiques dans la plante par la surface 
de la feuille : des solutions de pénicilline, streptomycine, grisé- 
mine, a des dilutions de 1/1 000 a 1/5 000, sont appliquées a la 
surface de feuilles de blé ou de pois : quelque temps apres, les 
antibiotiques peuvent étre décelés dans le tissu de la feuille, les 
liges et méme les racines (tableau II). 

Nous avons réussi l’introduction d’antibiotiques par la tige 
dans le cas de plantes ligneuses, aussi bien arbres a fruits que 
plantes ornementales. Des solutions de pénicilline, streptomycine, 
erisémine et auréomycine furent introduites dans le corps de 
Yarbre par la méthode de Shevyrov (1903). On put montrer 
(Kuchaeva, 1955) que les antibioliques étaient absorbés a des 
degrés divers par les différentes plantes. Is sont absorbés plus 
intensément par les arbres fruitiers (abricotiers, péchers, ceri- 
siers, pommiers, etc.), alors qu’ils pénetrent peu ou pas du tout 
dans le hétre, le tilleul, le fréne et- autres arbres. 


La pénicilline est absorbée plus rapidement que la streptomy- 
cine. La grisémine est aussi assez bien absorbée. Par temps 
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Tanceau Il. — Pénétration des antibiotiques dans la plante par la. 
surface des feuilles (Nombre d’unités par gramme de tissu). 


Introduits 
dans le 

milieu 

U/mg 


Antibiotiques 


Blé 


Retrouvés dans les 


Racines; Tiges| Feuilles 


Pois 


Retrouvés dans les 
Racines ;Tiges jFeuilles 


Pénicilline 


Streptomycine 500 150 
Préparation 220 85 
NoaALS 


Mycétine 


Gramicidine 


Subtiline 


pluvieux, couvert, la pénétration des antibiotiques est plus lente 
que par temps chaud et sec. 

La vitesse avec laquelle les antibiotiques diffusent dans les 
organes et tissus de la plante dépend de |’intensité de l’absorp- 
tion : plus l’antibiotique est absorbé rapidement, plus tét il attemt 
les branches éloignées et les feuilles. 


C’est un fait établi que Ja répartition des antibiotiques dans ia 
plante ne procéde pas par secteurs, mais qu'il s’agit d’une diffu- 
sion uniforme Jusqu’au sommet de la plante. L’analyse a montré 
que les antibiotiques expérimentés (pénicilline, streptomycine, 
crisémine) apparaissent uniformément et presque simultanément 
dans les feuilles de la partie supérieure quand ils sont introduits 
dans le trone d’un pécher (Krassilnikov, Kuchaeva et coll., 1955). 

Les antibiotiques sont retenus dans les tissus de la plante plus 
longtemps que dans l’organisme humain. Dans nos expériences, 
ils y persistérent de un a vingt jours suivant lantibiotique et le 
type de Ja plante. Plus la quantité d’antibiotiques absorbée est 
grande, plus longue est en général Ja période de rétention dans 
les tissus. Cependant, il n’en est pas toujours ainsi: dans cer- 
taines plantes, les antibiotiques sont absorbés rapidement et en 
grande quantité, mais on ne les retrouve pas dans les tissus, ou 
bien on Jes trouve en petites quantités et ils disparaissent rapi- 
dement. Ainsi, aprés avoir introduit 10 a 15 millions d’unités de 
streplomycine dans le tronc d’un hétre (soit 200 4 300 U/g), il nous 
a été impossible de déceler |’antibiotique dans les feuilles ou les 
branches. D’autre part, dans un saule traité dans les mémes condi- 
tions, nous avons retrouvé l’antibiotique dans les feuilles et les 
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branches 4 la conceniration de 15 4 30 U/g trente-six heures aprés 
son introduction. 

L’étude des causes du phéenoméne a révélé que les tissus du 
hétre inactivaient la streptomycine et la pénicilline. 1 g de bois 
de hétre absorbe en tout 18 000 unités de pénicilline et inactive 
§ 000 unités ; il absorbe 6 000 unités de streptomycine et en inactive 
3 000. Ce sont surtout les tissus des feuilles qui sont doués de 
pouvolr Inactivant. 

Ces résultats donnaient & penser que Jes antibiotiques pour- 
raient étre utilisés avec succés dans un but thérapeutique. Les 
expériences ont confirmé cette hypothése. Nous avons utilisé des 
antibiotiques pour le traitement expérimental des plantes herba- 
cées ou ligneuses. Dans le premier cas, il s’agissait d’antibio- 
tiques contre Ja « gomme du coton »; avant de les semer, nous 
traitions. les graines avec des antibioliques naturels provenant de 
cultures d’Actinomycétes spécialement sélectionnées. Nous avons 
obtenu des résultats positifs, tant au laboratoire que sur le terrain. 
Dans les champs expérimentaux, le pourcentage de l’atteinte des 
plantes par la maladie pendant le stade cotylédon était le suivant : 


CHEZ RLE Seat OMMONINS es accurate ccrisrexc Psi ekel evouccis = serakerent ee eee 12,4.% 
Chez les plantes traitées par la préparation n° 114... 81 % 


Chez les plantes traitées par la préparation n° 160.. 10,7 % 
Chez les plantes traitées par la préparation n° 117.. 10,2 % 


Dans les cultures industrielles portant sur une surface de 12 
hectares, les pourcentages étaient : 


(CINCY TES! IGINONING “Wo 6 Bo tro wo ob Oooo gs Gabac hc .don omc 25) 1% 

Chezarlesmplamies tralteestace mentite aetna: Bet 
Ie rendement en coton fut le suivant : 

Chez les témoins (quintaux par hectare) ..... Roce ee: 

Chez les plantes traitées (quintaux par hectare).... 30,6 


(Askarova, 1951; Krassilnikov, Askarova et Mirzabekian, 1951). 

Des résultats positifs ont été obtenus dans des expériences sur 
Vemploi des antibiotiques contre les infections bactériennes des 
tomates et des choux, et également contre les infections a cham- 
pignons des plantes en floraison. 

L’épreuve de l’action des antibiotiques sur les arbres a été 
véalisée sur le pécher, l'abricotier atteints de flétrissure (provo- 
quées par Bact. armeniaca). Les antibiotiques étaient introduits 
par pulvérisation sur le tronc et les feuilles. Les résultats ont 
été positifs. Lorsque le traitement était commencé au début de la 
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maladic, les arbres guérissaient, les feuilles reprenaient leur 
aspect normal et les arbres se développaient sans signes de flétris- 
sure. Les témoins se flétrissaient et succombaient. Nous avons 
réussi une expérience sur un hétre attaqué par le champignon 
Botrytis cinerea ; ce champignon élabore une toxine qui empoil- 
sonne Jes feuilles; celles-ci deviennent jaunes, se flétrissent el 
meurent. Nous avons traité les feuilles malades avec un antibioti- 
que provenant d’un Actinomycéte spécialement choisi : l’antibio- 
tique neutralisait la toxine du champignon. A la suite du traite- 
ment, les feuilles guérissaient, 4 la condition qu’elles n’aient pas 
été atteintes trop gravement. 

Plus récemment nous avons expérimenté des antibiotiques sur 
des greffes de citronnier, pour supprimer l’infection interne pro- 
voquée par le champignon Phoma tracheiphila ; elle est souvent 
transmise par le matériel d’inoculation, c’est-a-dire par le greffon. 

Nos expériences ont montré que les antibiotiques pouvaient 
stériliser complélement Je greffon en tuant le champignon. L’effet 
le plus marqué est obtenu avec la grisémine. 

Les résultats ci-dessus montrent que les antibiotiques peuvent 
étre utilisés avec succés comme agents thérapeutiques chez les 
plantes. Ces résultats ont d’ailleurs été confirmés par de nom- 
breux autres chercheurs. Brian et coll. (1951) ont employé la 
griséofulvine dans le traitement des plants de laitue et de tomates 
infestés par des champignons. Mitchell et coll. (1952) ont essayé 
un grand nombre d’antibiotiques (streptomycine, terramycine, 
néomycine, bacitracine, auréomycine, etc.) dans le but de protéger 
les légumineuses contre la flétrissure causée par les bactéries. 
Gopalkrishmann et Jump (1952) ont utilisé la thiolutine contre la 
fusariose des tomates. D’autres recherches ont été faites et ont 
donné des résultats analogues. 


EFFET DES ANTIBIOTIQUES SUR LA RESISTANCE DES PLANTES AUX 
INFECTIONS. — Les antagonistes bactériens forment des substances 
antibiotiques non seulement dans les conditions expérimentales, 
mais aussi dans leur habitat naturel, c’est-a-dire dans le sol. Ceci 
a été prouvé par de nombreux chercheurs. Gottlieb et Siminoff 
(1952) ont trouvé dans le sol de la chloromycétine élaborée par 
Act. venezuelae. D’aprés ces auteurs, l’antibiotique, lorsque les 
conditions sont favorables, se trouve dans le sol & des concentra- 
tions de 25 a 27,8 mg/kg. Gregory et coll (1952) ont observé ta 
formation de substances antibiotiques dans le sol par des cultures 
de bactéries, d’ Actinomycetes et de champignons. Nessayeon a 
prouvé l’élaboration de la trichothécine par le champignon Tricho- 
thecium roseum. 

D’aprés nos recherches personnelles, les substances antibio- 


ANTIBIOTIQUES ET INFECTION DES PLANTES 555 


tiques sont formées dans le sol par de trés nombreux, sinon par 
lous les antagonistes bactériens, toutes les fois que les condi- 
tions sont favorables. Dans nos expériences, l’élaboration de ces 
antibiotiques a été réalisée par des types trés divers de bactéries 
et Actinomycétes dans les sols trés variés. Au laboratoire, des 
bactéries sporulées ont produit, dans un sol stérile, de 60 a 200 
unités de substances antibiotiques par gramme, et dans un sol non 
stérile, de 10 4 80 U/g. Les cultures d’Actinomycétes dans diffé- 
rents sols formaient des quantités d’antibiotiques allant de 0 A 
120 U/g (tableau ILI) suivant le type du sol, la présence de subs- 
tances organiques appropriées et la composition de la microflore. 
Tasrrau Ill. — Formation de substances antibiotiques par les Actino- 


mycétes (Nombre d’unités par gramme en seize jours en présence 
de substances organiques appropriées). 


Conditions Actinom.290 Actinom. 287 Actinom.B 
expérimen- Extrait mais | Foin lugerne | Foin lugerne 
tales 


Podzol Stérile 


Non ‘stérile 


Stérile 


Non stérile 


Stérile 


Non stérile 


Certains des antibiotiques formés sont adsorbés par le sol ; 
d’autres sont inactivés. A l’état adsorbé, les antibiotiques se ren- 
contrent dans le sol en quantités variables. Par exemple, sur 
2000 U/g introduites dans un podzol, les quantités suivantes ont 
été adsorbées : 


SHAG DUOMOHMEMINS Se as oyecnce neem oo sot anoomantcs p 1 120 U/g 
WSarebTIS TENN Eh e dean coe nomtloroce Gages Benes 900 U/g¢ 
PEmTei ATO spersteea eee oct te Seema siar esate catia 380 U/g 
Prsoemmumom USO) sosononcocvmoasenmnoancoeosnt 0 U/g 


La fraction adsorbée se conserve dans le sol plus longtemps 
que Ja fraction libre. La durée de la rétention de l’antibiotique 
dans Je sol varie suivant le sol, les conditions extérieures et les 
propriétés de l’antibiotique. Dans les sols stériles, certains anti- 


biotiques sont retenus trois 4 quarante jours (Yeffrays) ; dans 
les podzols, ils se conservent plus longtemps que dans la terre 
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de jardin ou les terres noires : la globisporine se conserve dans 
ies podzols pendant sept jours. mais pendant deux jours seulement 
dans les terres rouges et cing jours dans les terres noires (Krassil- 
nikov, 1953). 


Dans Je cas d’activité ininterrompue des antagonistes bacté- 
riens, les substances antibiotiques que forment ceux-ci peuvent 
ctre présentes dans le sol a des concentrations suffisantes pour 
manifester un effet antibiotique. Ces substances, lorsqu’elles se 
irouvent a proximité du systéme radiculaire pénétrent dans la 
plante et y provoquent leur effet anti-bactérien. Nous avons 
observé l’absorption des antibiotiques par des plantes a partir 
du sol dans le cas de pois, coton, blé. Le pois assimile a partir 
du sol ies antibiotiques suivants : globisporine, viomycine, terra- 
mycine : 30 4 50 U/g dans les racines et 6 a 20 U/g dans les 
feuilles. 

Les antibiotiques naturels, tels quils sont produits dans le sol, 
pénétrent dans la plante a des concentrations inférieures a 2-15 
U/g dans les racines et 2-8 U/g dans les feuilles. 

Au moyen de leurs racines, les plantes assimilent les antibio- 
tiques présents dans le sol sous forme adsorbée. La séve de ces 
plantes est plus bactéricide que celle des plantes qui poussent 
dans des sols dépourvus d’antibiotiques. D’aprés nos observa- 
tions, le pois, dans des expériences conduites stérilement, ne mani- 
feste pas d’effet antibiotique ; sa seve n’inhibe pas le développe- 
ment de la souche sensible Staphylococcus albus XII. La séve du 
méme pois cultivé dans un sol présentant un abondant développe- 
ment d’Actinomycétes antagonistes (n° 290 et 287) manifeste de 
nettes proprictés antibiotiques (Krassilnikoyv, 1954). Ainsi, dans 
des conditions données de sol et de climat, des antagonistes bacté- 
riens peuvent augmenter les propriétés de résistance ou l’immunité 
d’origine biologique des plantes. 


CONCLUSIONS. 


1° Les antagonistes bactériens sont un facteur puissant de déve- 
loppement et de productivité des plantes. Ils défendent les végé- 
taux contre les organismes phytopathogénes. En supprimant ta 
croissance et la multiplication des agents d’infection, ils amé- 
liorent le sol et protégent les plantes contre les infections. 


2° Les antagonistes bactériens forment des substances antibio- 
tiques qui peuvent étre utilisées avec succés dans le traitement 
des plantes infectées. Ceci a été prouvé par un trés grand nombre 


d’expériences sur des plantes diverses, tant herbacées que 
ligneuses. 
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3° Certaines substances antibiotiques inactivent les toxines 


formées par les bactéries et les champignons A Vintérieur des 
plantes. 

4° Les antagonisies bactériens élaborent des antibiotiques direc- 
tement dans le sol. A partir du sol, ces antibiotiques pénétrent 


dans les plantes par les racines et accroissent l’immunité biolo- 
gique de ces plantes. 


SUMMARY 
THe USE OF BACTERIAL ANTAGONISTS AGAINST PLANT INFECTIONS. 


1, Bacterial antagonists are a powerful factor in the growth 
and productivity of plants. They defend the plants against phyto- 
pathogenic organisms. By suppressing the growth and multipli- 
cation of the causative agents of infections, the antagonists 
improve the soil and protect plants from infections. 


2. The bacterial antagonists form antibiotic substances which 
can be used successfully in the treatment of infected plants. This 
has been proved by a large number of experiments on various 
plants, both herbaceous and woody. 


3. Some antibiotic substances inactivate toxins formed by 
bacteria and fungi inside the plants. 


4. Bacterial antagonists form antibiotic substances directly in 
the soil, from which they can enter the plant through the roots 
and increase the properties of biological immunity in the plants. 
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ISOLEMENT ET PROPRIETES DU CYTOCHROME C 
DE THIOBACILLUS DENITRIFICANS 


par Jean-Paul AUBERT, Jacqueline MILLET et Gérard MILHAUD (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire des Isotopes) 


Nous avons établi précédemment l’existence de deux voies d’in- 
corporation du CO, par la bactérie chimioautotrophe Thiobacillus 
denitrificans : la plus importante correspond a la carboxylation 
du ribulose diphosphate, ]|’autre a celle du phosphoénolpyru- 
vate ; deux cycles permettent ultérieurement l’accés du CO, ainsi 
incorporé au métabolisme général de la bactérie, le cycle de Calvin 
et le cycle de Krebs [1]. 

Dans le cycle de Calvin, deux réactions exigent un apport 
d’énergie : la transformation du ribulose-5-phosphate en ribulose- 
1,5-diphosphate et la réduction de l’acide 3-phosphoglycérique 
en 3-phosphoglycéraldéhyde. 

Chez Thiobacillus denitrificans, \’oxydation du thiosulfate en 
sulfate fournit l’énergie nécessaire 4 lassimilation du CO,, l’ac- 
cepteur d’électrons étant le nitrate ou Voxygéne de lair. Nous 
avons montré dans un autre travail que l’énergie résultant de 
l’oxydation du thiosulfate était rendue utilisable par la formation 
d’adénosine-5’-triphosphate, premier composé phosphorylé orga- 
nique stable décelable chez la bactérie vivante aprés addition de 
phosphate minéral radioactif [2]. 

Des recherches ultérieures sur le transport d’électrons hé a 
cette phosphorylation nous ont conduits a étudier les propriétés 
et le réle du cytochrome présent dans la bactérie en quantité 
importante [3, 4]. 

Si les cytochromes ont fait l’objet de nombreuses études chez les 
organismes supérieurs et les bactéries hétérotrophes, les travaux 
relatifs aux bactéries autotrophes sont plus rares. Parmi ceux-ci, 
les plus importants sont ceux de Kamen et collaborateurs sur les 
cytochromes des bactéries photoautotrophes. Ainsi, en 1954, 
Vernon et Kamen [5] ont isolé de Rhodospirillum rubrum un cyto- 
chrome de type C sensiblement différent du cytochrome C de cceur 
de beeuf. A coté du cytochrome C, ces auteurs caractérisent éga- 


(*) Manuscrit recu le 17 décembre 1958. 
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lement une pseudohémoglobine dont l'étude a été reprise ultérieu- 
rement [6], et un cytochrome de type B. Ces auteurs ont retrouve 
les mémes types de pigments chez d’autres organismes photo- 
autotrophes [7]. 

Parmi les bactéries chimioautotrophes, Postgate [8] et Ishi- 
moto [9] ont isolé de Desulfovibrio desulfuricans un cytochrome 
de type C dont les propriétés physico-chimiques et le rdle biolo- 
gique firent l’objet de nombreuses études [10, 44 et 12]. Récem- 
ment, Butt et Lees [43] ont isolé d’une souche de Nitrobacter un 
cytochrome de type C dont les propriétés physico-chimiques sont 
voisines de celles du cytochrome C de cceur de boeuf. Des auteurs 
polonais ont extrait de Thiobacillus thioparus un cytochrome 
appelé cytochrome S qui s’apparenterait aux cytochromes C et 
I’ [44]. Chez un thiobacille aérobie appelé Thiobacillus X, Trudin- 
eer [45] caractérise et isole trois cytochromes de type C dont les 
propriétés physico-chimiques et biologiques sont différentes. 
Enfin, chez Thiobacillus denitrificans Baalsrud et Baalsrud [46] 
ont rapporté Ja mise en évidence, dans des suspensions bacté- 
riennes en milieu réducteur, de fortes bandes d’absorption a 522 
et 548 mu. 


J, — MISE EN EVIDENCE DU CYTOCHROME DANS LES BACTERIES ENTIERES. 


La souche, appelée souche « Paris », est la méme que celle 
ulilisée précédemment [4]. Toutes les cultures ont été faites en 
anaérobiose 4 380° dans Je milieu suivant : 


CE NE | istic ota ettas nee hep ann oma ee eee 05 2 

GL Mg 6, BL O02. ia lite Sophie pests Mere ee eer 05 ¢ 
PO RE a ats go Scie Sea en ree ee ee 2,0 g 
OS ee eras ea or holy Cie atm eee Po 2,0 g 
SeONa, . SIO) a. ans d seen ee aa eee en SON ee 
CONG goo Dieters le cele pockctyets ceegeita anette tea Bea Ree eee 2,5 £ 
OUR eH, OP a eae mese meer ate eae ere te er 0,01 g 
CES 7 Reel Retr ee ee ee 10 ml 
Hawicdistillégwqesspes her vere ee ea ee eee: 1 000 ml 
DEY fons sigs edertot a cones Aa ee ee WAVE hey 


On met en évidence Vexistence d'un ou plusieurs composés 
cytochromiques dans les bactéries vivantes par le spectre d’ab- 
sorption différentiel des bactéries en milieu réducteur, par rapport 
aux bactéries en milieu oxydant. 

Les conditions expérimentales sont les suivantes : chaque cuve 
contient, pour un volume total de 3 ml, une suspension de bacté- 
ries lavées (6,6 mg poids sec) dans du tampon phosphate de potas- 
sium 5.10-8M, a pH 7,0. La cuve de référence contient du nitrate 
de potassium 6,6.10-8M, l'autre du_ thiosulfate de sodium 


LE CYTOCHROME C DE THIOBACILLUS DENITRIFICANS 561 


eee Sy tea bee 
2,/.10°M. On attend dix minutes afin que les transporteurs d’élec- 
trons soient dans un cas complétement oxydés, dans l’autre com- 
plétement réduits. On enregistre le spectre différentiel au spectro- 
photométre “Cary modéle 14. Ce spectre est rapporté sur la 
figure 1. 

Ce spectre présente un maximum peu significatif sur une bande 
étalée vers 6125 A et trois maxima 4 5522, 5221 et 4218 A caracté- 
ristiques d’un cytochrome de type C. 


PSG 
pea 
ea 
a) 
O4 
O38 
O02 
O1 
(0) pe ae 
4000 4500 5000 S500 6000 6500 
Kk (A) 
Fic. 1. — Spectre différentiel des bactéries vivantes. 
I]. — JsoLEMENT DU CYTOCHROME. 


Les bactéries sont séchées a l’acétone froide ; 4 partir de 150 1 
de milieu et aprés quarante-huit heures de croissance, on obtient 
25 g de bactéries séches. 

On met en suspension 16 @ de poudre bactérienne dans 100 ml 
de tampon phosphate de potassium 3,3.10-°M a pH 6,9 auquel 
on ajoute 700 ml du méme tampon préalablement porté a l’ébul- 
lition. On maintient ]’ébullition pendant trois minutes, on refroi- 
dit rapidement et centrifuge. Le liquide surnageant est dialysé 
pendant quarante-huit heures contre deux fois 6 1 d’eau distillée 
oD ss 

Le cytochrome est ensuile adsorbé sur de d’Amberlite IRC 50. 
Cette résine tamisée entre 200 et 400 meshs est activée avec de 
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Vammoniaque 2N, puis Javée en colonne (hauteur: 6,8 cm, 
diametre : 2,1 em) avec de Veau distillée jusqu’a ce que }’éluat 
soit environ 6,6.10—-°N. On fait passer l’extrait dialysé a travers 
Ja colonne A la vitesse de 120 ml/h, on lave ensuite a l'eau distil- 
lée jusqu’’a ce que l’éluat ne contienne plus de protéines. Le 
cytochrome reste adsorbé en une zone trés franche en haut de la 
colonne, on l’élue a Pammoniaque 0,25N. L’éluat est lyophilisé, 
on obtient ainsi 22 mg de résidu sec. 

Cette méthode, comme nous le verrons par la suite, permet 
d’obtenir aisément un cytochrome d’une assez bonne pureté. 
Malheureusement, le rendement est mauvais, de Jordre de 
> p. 100. Cela tient en grande partie a Vextraction en tampon 
phosphate & chaud, qui ne fait passer en solution guére plus de 
15 p. 100 du cytochrome bactérien. D’autre part, seule la moitié 
du cytochrome présent dans J’extrait reste adsorbée sur la 
colonne. 

Il est possible d’augmenter le rendement d’extracuion du cyto- 
chrome. En agitant pendant six heures a la température ordi- 
naire 1 ¢ de poudre bactérienne en suspension dans 100 ml de 
tampon phosphate de potassium 2.10-?M a pH 7,0 contenant 
1 g de digitonine, on fait passer en solution environ 50 p. 100 du 
cytochrome bactérien, ce qui représente le maximum extractible 
par cette méthode. Mais le cytochrome contenu dans cet extrait 
ne s’adsorbe pas sans traitement préalable sur ?Amberlite. Pour 
alteindre une pureté convenable, 11 faut utiliser une série de 
techniques comprenant des fractionnements au sulfate d’ammo- 
nium, le chauffage 4 80°, adsorption sur Amberlite IRC 50 a des 
pH neutres ou légérement acides, etc. de sorte que le rendement 
fina] n’est pas meilleur que dans Ja premiére méthode. I est égale- 
ment possible d’augmenter jusqu’a 35 p. 100 le taux de solubili- 
sation du cytochrome par autolyse des poudres acétoniques pen- 
dant six heures 4 37° dans un tampon de pH 7,0, mais on rencontre 
ensuite les mémes difficultés de purification. 

D’autre part, la perte de 50 p. 100 du cytochrome de l’extrait 
iors du passage a travers la résine tient essentiellement au pH de 
la colonne. On peut en effet adsorber 60 p. 100 du cytochrome 
contenu dans le premier effluent sur de ?Amberlite IRC 50 tam- 
ponnée & pH 5,4 avee de Vacétate d’ammonium. La colonne est 
ensuite lavée avec un tampon acétate 0,05 MI de méme pH, puis 
'e cytochrome est déplacé par élution gradiante avec des tam- 
pons phosphates dont le pI varie entre 5,4 et 9. Une petite 
fraction est éluée entre pH 6,4 et 9, une autre a pH supérieur 
a 9, la majeure partie est éluée entre 5,4 et 6,4. Il n’a jamais 
été possible d’obtenir avec cette fraction une pureté supérieure 
a 6 p. 100. 
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IIf. — Propriiris puysiques Ev cHIMIOUEs. 
Toutes les études ultérieures ont été faites avec le cytochrome 
lyophilisé obtenu par la méthode décrite ci-dessus. 


1° Dosage du fer. — Le fer est dosé par la méthode a l’a-a’dipy- 
ridyle [47}, sa teneur dans le cytochrome est de 0,39 p. 100. 


2° Spectres. — La figure 2 rapporte les spectres du cytochrome 
oxydé et réduit. Le cytochrome oxydé est obtenu par acidification 


a 


a 
2 
OS 


OAT 


—— 


—- + =a 5 + sa Tard 
2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 K (A) 


Fic. 2. — Spectres du cytochrome purifié. 


i pH 3, barbottage d’oxygéne pendant quelques secondes puis 
neutralisation rapide ; le cytochrome réduit est préparé par hydro- 
génation catalytique en présence de mousse de _ palladium. 

Les différents maxima pour le cytochrome réduit se trouvent 
aux longueurs d’ondes suivantes : a : 5522 A; Bp : 52238 A; 
y 24157 A; 8 : 3168 A. 

Le pic y oxydé se trouve 4 4102 A. 

‘Les rapports d’absorption des différents maxima sont : y réduit/ 
a réduit = 4,6; y réduit/— réduit = 8,8; y réduit/y oxydé = 1,37 ; 
a réduit/max. 4 2750 A = 0.85. 

Les « d’absorption du composé réduit exprimés en (atomes de 
Fe/litre}-*.cm— sont : 2,58.10* pour le pic a; 1,34.10* pour le 
pic 6B; 11,90.10* pour le pic y. 

Si on compare les valeurs des ¢ d’absorption 4 ceux du cyto- 
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chrome C de cceur de beeuf [48], et en supposant que les poids 
moléculaires soient semblables, la pureté du cytochrome bactérien 
serait de l’ordre de 90 p, 100. En se fondant sur le contenu en 
fer, la pureté serait de (0,39/0,45).100 = 87 p. 100. 


3° Electrophorése sur papier. — L’électrophorése sur papier 
dans une zone de pH variant entre 7,0 et 10,2 montre que le cyto- 
chrome migre vers la cathode d’autant plus lentement que le 
pH augmente. A pH 10,2, la migration est trés lente, mais 
existe ; on peut done penser, avec les restrictions que Ja méthode 
implique, que le point iso-électrique est légerement supérieur 
alO ee 

En tampon phosphate 2.10--M a pH 7,0 aprés six heures 
d’électrophorése sur papier Whatman 3 MM sous 150 volts, la 
tache rose du départ se sépare en deux, une orangée et une rose, 
la premiere migrant davantage vers la cathode. 

L’étude des deux fractions montre qu’elles ne different que 
par le degré de réduction du cytochrome. Ainsi, pour un produit 
initial réduit & 42 p. 100, on trouve dans la bande orange 
830 p. 100 de cytochrome réduit et dans Ja bande rose 58 p. 100 
de cytochrome réduit. Les spectres des deux fractions oxydées ou 
réduites sont identiques dans le visible et dans lultraviolet. Le 
rapport a réduit/maximum 2750 A ne dépasse pas 0,85. 


4° Potentiel d’oxydo-réduction. — Le potentiel est mesuré par 
rapport & celui du systéme ferrocyanure/ferricyanure selon la 
méthode décrite par Davenport et Hill [49]. 

La figure 3 représente la variation du log (Cyt. Red.)/(Cyt. Ox.) 
en fonction du log (ferricyanure)/(ferrocvanure) & 23° et a pH 6,8. 
Le cytochrome est réduit par hydrogénation catalytique, les expé- 
riences sont faites dans des cuves de spectrophotométre conte- 
nant 3 ml de tampon phosphate de potassium 3,3.10— M a pH 6,8 
et 100 wg de cytochrome; la concentration en ferrocyanure 
est 1.10-°M, celle en ferricyanure varie entre 3,3.10-M_ et 
1,66.10—~ M. Dans ces conditions on trouve que le E’, du cyto- 
chrome bactérien est de +0,270 volts ; dans les mémes conditions 
expérimentales le FE’, trouvé pour le cytochrome C de cceur de 
boeuf est de + 0,284 volts. 


5° Propriétés chimiques. — En solution le cytochrome est 
stable pendant cinq minutes & 100° a pH 7,0. 

I] est immédiatement réduit par le dithionite, il ne Vest pas 
par le sulfite mi le thiosulfate. Aux pH voisins de la neutralité, 
le cytochrome n'est pas autooxydable, il le devient aux pH acides 
ou alealins. 


I} ne présente aucune variation de spectre en présence d’oxyde 
de carbone ou de cyanure. 
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_ 6° Discussion, — Par ses différentes propriétés, le cytochrome 
isolé de Thiobacillus denitrificans s’apparente au groupe du cyto- 
chrome C. 

On peut tout d’abord se demander si le produit isolé est Je seul 
cytochrome de ce type existant dans la bactérie. Nous avons vu, 
en effet, que l’extraction est toujours incompléte, que d’autre part 
toutes les fractions extraites n’ont pas le méme comportement 


w log (Fe rri)/(Ferre) 


2,5 


15 a 


° ~02 204 0,6 -0,8 log(Cyf. ey) (Cyt ox) 


Fic. 3. — Mesure du potentiel d’oxydo-réduction du cytochrome purifié. 


physico-chimique : elles different en particulier par leurs pro- 
priétés d’adsorplion sur l’Amberlite IRC 50. Un certain nombre 
de faits plaident en faveur de Vunicité du cytochrome bactérien 
et de son identité avec le cytochrome purifié. Tout d’abord, le 
spectre différentiel des bactéries enticres présente les mémes 
maxima que ceux du cytochrome purifié. D’autre part, toutes 
les fractions solubles, quelles que soient leurs autres proprictés 
physico-chimiques, présentent également les mémes maxima 
d’absorption que le cytochrome purifié, soit en spectre direct 
oxydé ou réduit, soit en spectre différentiel. On peut done penser 
que, selon les conditions d’extraction, la concentration protéique 


566 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


environnante modifie adsorption sur l’Amberlite. D’autre part, il 
est possible qu’une partie du cytochrome soit liée a des protéines 
spécifiques, ce qui changerait les conditions de purification. 

Par comparaison avec “les e d’absorption et le taux en fer du 
cytochrome C de cceur de boeuf nous avons estimé la pureté du 
cytochrome bactérien & 90 p. 100. La valeur du rapport absorp- 
tion du pic a réduit/absorption a 2750 A est, dans notre cas, 
de 0,83-0,88. Pour le cytochrome de cceur de bceuf contenant 
2,43 p. 100 de fer, Paleus et Neilands [20] et Margoliash {24] 
irouvent pour ce rapport la valeur de 1,17; des auteurs chinois 
trouvent, de leur cdté, une valeur sensiblement plus élevée : 
1,23 pour le cytochrome C de cceur {22], et 1,21 pour le cyto- 
chrome C de levure [23]. ‘La valeur trouvée pour le cytochrome 
bactérien indiquerait l’existence d’une impureté de nature pro- 
téique. Toutefois, aprés électrophorése sur papier, nous n’avons 
jamais constaté d’augmentation significative de ce rapport dans 
les fractions cylochromiques éluées. 

En ce qui concerne les autres propri¢tés physicochimiques, le 
cytochrome C de Thiobacillus denitrificans semble trés voisin du 
cytochrome C de cceur de boeuf. 


IV. — PrRopruitis BIOLOGIOUES DU CYTOCHROME. 


1° Contenu en cytochrome des bactéries. — Le spectre diffé- 
rentiel rapporté sur la figure 1 permet d’apprécier la concentra- 
tion en cytochrome des. bactéries, en comparant les maxima 
d’absorption 4 ceux du spectre différentiel du cytochrome purifié. 

Une solution a 100 pg/ml de cytochrome a 90 p. 100 de pureté 
présente une absorption différentielle pour le pic « de 0,148. Sur 
la figure 1, pour une concentration de 2,2 mg de bactéries par 
inllihtre, Pabsorption est 0,14 pour le pic a, ce qui correspon- 
drait 4 88 wg de cytochrome pur. La concentration en cytochrome 
dans les bactéries est donc (88 x 100)/2 200 = 4 p. 100. Remar- 
quons que celte concentration varie d’une culture a l’autre. Nous 
nmavons cependant jamais trouvé, dans les conditions d’anaéro- 
biose habituelles, moins de 2 p. 100 de cytochrome. 


2° Oxydation du thiosulfate et réduction du nitrate avec les bac- 
téries entiéres. — On peut suivre au spectrophotométre la ciné- 
tique de la réduction biologique du cytochrome en présence de 
thiosulfate. On prépare deux cuves contenant, pour un volume 
final de 3 ml, 6 mg (poids sec) de bactéries lavées mises en 
suspension dans du tampon phosphate de potassium 5.10— M. 
La cuve témoin contient du nitrate de potassium 5.10 M, la 
cuve expérimentale est préalablement aérée. On se place a 
4220 A; dans ces conditions, l’absorption différentielle est nulle : 
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dans les deux cas le cytochrome est oxydé. On ajoute alors dans 
la cuve expérimentale du thiosulfate, de sorte que la concentra- 
tion finale soit 2,7.10-* M. La réduction du cytochrome commence 
aprés une minute, elle est compléte en quelques secondes. On 
peut faire disparaitre puis réapparaitre la bande réduite, en 
aérant la cuve puis en la laissant & nouveau en semi-anaérobiose. 
Si a des bactéries dont le cytochrome est réduit on ajoute du 
mitrate de potassium (concentration finale 5.10—* M), lintensité 
de absorption diminue lentement jusqu’a un état d’équilibre qui 


Oot J Nook 


oat 


— + 

7 CS) PSH) 15 minutes 

Fic. 4. — Mesure de labsorption & 4220 A des bactéries entitres aprés additiom 
de thiosulfate et de nitrate. 


est atteint aprés douze minutes et qui correspond a un rapport 
d’oxydo-réduction du cytochrome voisin de 50 p. 100. La figure 4 


résume les résultats. 


3° Oxydation du thiosulfate par un extrait enzymatique. — 
L’expérience précédente ne démontre pas que le cytochrome que 
nous avons extrait est celui qui participe a la réaction; c’est 
pourquoi nous nous sommes efforcés de la reproduire avec un 
extrait enzymatique. 

L’extrait enzymatique de Thiobacillus denitrificans a été pré- 
paré selon Ja technique suivante. Les bactéries sont lavées a Veau 
distillée, puis altaquées par le lysozyme selon la méthode de 
Repaske [24] légerement modifiée. On met en suspension 1 g de 
baetéries (poids sec) dans 100 ml d’une solution a pH 8,0 conte- 
nant du tampon tris(hydroxyméthyljaminométhane 4.10~ M, de 
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l’éthylénediamine tétraacétate de sodium 2.10 M et 2 mg de 
lysozyme. On laisse la suspension vingt minutes a 30° puis on 
ajoute 400 »Mol. de chlorure de magnésium et 100 wg de désoxy- 
ribonucléase ; on attend quelques minutes a la température ordi- 
naire puis on refroidit a 2°. La suspension est centrifugée pen- 
dant dix minutes 4 1000 g pour éliminer les quelques bactéries 
non attaquées. Le liquide surnageant constitue |’extrait brut. On 
obtient une suspension active de particules en centrifugeant 
l’extrait brut pendant vingt minutes a 20000 yg et en remettant 
en suspension le résidu dans une solution de chlorure de sodium 
2 0,9 ps 100: 

La suspension de particules aussi bien que Jlextrait brut 
oxyde lentement Je thiosulfate en présence d’oxygéne ou de 
nitrate. Remarquons que malgré de nombreux essais nous n’avons 
pas réussi 4 obtenir un extrait bactérien capable d’oxyder rapi- 
dement le thiosulfate en présence d’oxygéne ou de nitrate, bien 
que les bactéries entiéres alent toujours été tres actives. 

On peut mettre en évidence au spectrophotométre la réduction 
du cytochrome par les particules en présence de thiosulfate dans 
les conditions suivantes. La cuve expérimentale contient pour un 
volume total de 3 ml: 2 ml de suspension de particules (1,4 mg 
d’azote), du tampon phosphate de potassium 3,3.10-* M a pH 8,0, 
du thiosulfate de sodium 2,7.10~M et 200 wg de cytochrome. 
La cuve témoin contient seulement Ja suspension de particules 
en tampon phosphate. On suit l’apparition de la bande réduite 
& 5522 A. Le cytochrome ajouté est complétement oxydé par la 
cytochrome oxydase ; il faut attendre vingt-cinq minutes pour 
obtenir la réduction qui est compléte en une minute. Dans la 
partie linéaire de la courbe, la réduction a lieu a la vitesse 
(environ 20 mpMol./min. On peut vérifier que la bande d’absorp- 
lion correspond a la somme du cytochrome particulaire et du 
cytochrome ajouté. Il suffit d’agiter légerement la solution pour 
que le cytochrome soit oxydé; aprés un temps de repos plus 
bref que précédemment, on observe 4 nouveau Ja réduction. Nous 
avons essayé d’activer le systéme en ajoutant différents cofacteurs 
organiques ou minéraux, sans succes. 

En présence de cyanure de potassium 1.10-*M qui inhibe la 
cytochrome oxydase, la réduction du cytochrome oxydé ne 
comporte pas de temps de latence, mais la vitesse n’est plus que 
de 1 myMol./min. 


Avec l’extrait brut, la réduction du cytochrome en présence de 
thiosulfate ne procéde guére plus rapidement qu’avec les par- 
licules seules ; en revanche, le réle du nitrate comme accepteur 
Me Stale ce 
d’électrons est plus facile & mettre en évidence. Dans les mémes 
conditions expérimentales que précédemment, si on ajoute a la 
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cuve qui contient le thiosulfate, du nitrate a la concentration 
finale 3.10-° M, la réduction du cytochrome est beaucoup plus 
lente et s’arréte lorsqu’environ 25 p. 100 du cytochrome est 
réduit, ce qui correspond a |’état d’équilibre du systeme d’oxydo- 
réduction, 


4° Oxydation du sulfite. — On connait encore mal le méta- 
holisme d’oxydation des composés soufrés chez les Thiobacilli. 
Se fondant sur les travaux de différents auteurs, Vishniac et 
Santer [(25] ont proposé un schéma ot le tétrathionate est un 
intermédiaire constant. Trés récemment, des auteurs polonais [26] 
ont mis en évidence chez Thiobacillus thioparus un certain 
nombre de composés organiques soufrés non identifiés qui seraient 
des produits intermédiaires de l’oxydation du thiosulfate. 


Nous avons observé, avec une souche de Thiobacillus denitri- 
jicans différente de celle utilisée dans ce travail, l’oxydation du 
tétrathionate par une suspension de bactéries non proliférantes. 
Dans ces conditions, la souche « Paris » oxyde le sulfite, le thio- 
sulfate et le dithionite ; elle n’oxyde pas le tétrathionate, le tri- 
thionate ni le dithionate. 


On a supposé également que le sulfite pouvait étre un inter- 
médiaire dans |’oxydation du thiosulfate sans qu’aucune expé- 
rience ait jamais étayé cette hypothése. Quoi qu’il en soit, la 
suspension de particules bactériennes préparées comme deécrit 
précédemment, de méme que les bactéries entiéres, oxyde le 
sulfite trés rapidement en aérobiose. 

L’activité de la sulfite oxydase peut étre mesurée selon la tech- 
nique de Warburg dans lair a 25°. Le mélange réactionnel 
comprend : suspension de particules, 0,5 ml (0,3 mg d’azote) ; 
tampon phosphate de potassium 0,02M, pH 8,0; sulfite de 
sodium, 1,2.10-M,; volume final, 2 ml. Dans ces conditions, 
la consommation d’oxygéne est en moyenne de 40 pl en dix 
minutes, l’oxydation chimique du sulfite en présence d’extrait 
bouilli ne dépasse pas 1 4 2 pl en dix minutes. L’optimum de pH 
de cet enzyme se situe vers 8,0. 


a) Réle de V'hypoxranthine. — Le lavage répété des particules 
permet de mettre en évidence le role de l’hypoxanthine dans cette 
réaction. 

La figure 5 montre l’oxydation du sulfite par Jes particules 
lavées selon que |’on ajoute ou non de l’hypoxanthine, Les condi- 
tions expérimentales sont les suivantes : technique de Warburg 
4 80° dans l’air, suspension de particules, 0,5 ml (0,3 mg d’azote) ; 
tampon phosphate de potassium 0,02M, pH 8,0; sulfite de 
sodium, 1,2.10-M ; hypoxanthine, 2,5.10-*M ou zéro ; volume 
total, 2 ml. 
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On voit que Ja consommation d’oxygéne, pratiquement nulle 
sans hypoxanthine, est de lordre de 100 pl en trente minutes en 
présence d’hypoxanthine 2,5.10~* M. Cette oxydase est done du 
méme type que celle isolée par Fridovich et Handler [27] du foie 
de chien. 


A 
a 
(e) 
Yy 
_— 

2) 
100+ 
sot 
® 
10 20 30 4o minutes 


5. — Oxydation du sulfite par les particules lavées avec ou sans hypoxanthine. 
(1) Avec hypoxanthine, (2) sans hypoxanthine. 


lig. 


b) Réle du cytochrome. — La réduction du cytochrome par la 
suspension de particules est également beaucoup plus rapide avec 
le sulfite comme donateur d’électrons qu’avec le thiosulfate. Dans 
les conditions suivantes : suspension de particules, 0,5 ml (0,8 mg 
d’azote); tampon tris(hydroxyméthyl)aminométhane 0,04 M, 
pH 8,0; cytochrome, 720 wg; sulfite, 2,6.10-* M ; volume final, 
3 ml; t = 21°; la réduction mesurée a 5522 A commence aprés 
une minute et procéde 4 la vitesse d’environ 175 mpMol./min. 
La réduction chimique du cytochrome par le sulfite est pratique- 
ment négligeable. On peut également observer |’oxydation par 
aération du milieu suivie d’une nouvelle réduction dés que les 
conditions redeviennent anaérobies. 


Le cytochrome C de cceur de boeuf peut remplacer le cyto- 
chrome C de Thiobacillus denitrificans comme accepteur d’élec- 
trons en présence de sulfite. Pour une concentration en cyto- 
chrome de Vordre de 40 muMol./ml, la vitesse de réduction du 


cytochrome C de coeur de beeuf est 1,4 fois plus lente que celle 
du cytochrome bactérien. 
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a° Cytochrome oxrydase. — L’oxyde de carbone se combine 
spécifiquement avec le fer de l’oxydase terminale, le cyto- 
chrome a, [28, 29, 30] et la bande Soret de ce cytochrome est 
modifiée [25]. 

La figure 6 représente le spectre différentiel obtenu avec les 
bactéries entiéres avec ou sans oxyde de carbone. La courbe en 
pointillé correspond au spectre différentiel normal des bactéries 
dans les conditions suivantes : suspension de bhactéries lavées, 


0,2 


0,1 


5000 5500 6000 (A) 


Fic. 6. — Spectre différentiel des bacléries en absence et en présence d’oxyde 
de carbone. 


5 mg (poids sec); tampon phosphate de potassium 4.10—* M, 
pH 7,0; thiosulfate de sodium, 2,7.10*M; la cuve témoin 
contient seulement les bactéries et le tampon. La courbe en traits 
pleins correspond au spectre différentiel entre les cytochromes 
réduits en présence d’oxyde de carbone par rapport aux cyto- 
chrome réduits en absence d’oxyde de carbone. Les deux cuves 
contiennent du thiosulfate, dans la cuve expérimentale on ajoute 
2 m] d’une solution saturée d’oxyde de carbone 4 1° (ce qu 
correspond a peu prés 4 la saturation pour 3 ml a 20°). On voit 
dans la zone de Soret la formation d'un maximum a 4 180 A et 
dun minimum a 4850 A caractéristiques d’un cytochrome ay. 

Dans le lysat bactérien, une faible partie de Voxydase passe 
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en solution, le reste demeure sur les particules. Cette cytochrome 
oxydase est également active sur le cytochrome C de cceur de 
boeuf, mais 4 un moindre degré. 


6° Discussion. — La concentration en cytochrome C dans 
Thiobacillus denitrificans est beaucoup plus élevée que celles 
rapportées pour des cytochromes de ce type dans d’autres micro- 
organismes. Chez Desulfovibrio desulfuricans par exemple, pour 
la souche « El Ageila Z », Postgate [84] rapporte la valeur 
maxima de 0,23 p. 100 et Senez et Pichinoty [42] de 0,38 p. 100 
pour la méme souche et 1,2 p. 100 pour une autre souche. Dans 
la levure, les chiffres varient entre 0,07 et 0,2 p. 100. Comme 
pour les autres cytochromes, celui du Thiobacillus est fortement 
lié aux particules, puisque dans |’extrait obtenu par attaque au 
lysozyme des bactéries fraiches, seulement 17 p. 100 du cyto- 
chrome total passent en solution. 

En ce qui concerne le réle physiologique du cytochrome, sa 
réduction par le thiosulfate et son oxydation par le nitrate dans 
les bactéries entiéres montrent clairement son rdJe de transporteur 
d’électrons entre ces deux substrats qui sont a la base du méta- 
bolisme énergétique de la bactérie. D’autre part, les mémes 
observations avec les particules et le cytochrome purifié iden- 
tifient le cytochrome isolé 4 celui que l’on met en évidence par 
les spectres différentiels des bactéries entiéres. 

Les expériences avec le sulfite montrent l’existence, chez la 
bactérie, d'une sulfite oxydase d’un type déja connu [27]; elles 
renforcent lhypothése du rédle intermédiaire de ce substrat dans 
l’oxydation du thiosulfate, sans toulefois l’authentifier. Avec !e 
sulfite également, le cytochrome joue le rédle de transporteur 
d’électrons. 


Il est vraisemblable, bien que nous n’ayons pas fait d’expé- 
riences dans ce sens, que le cytochrome, qui a un_potentiel 
d’oxydo-réduction trés voisin de celui du cytochrome C de cceur 
de beeuf, joue le réle de transporteur d’électrons pour toutes les 
réactions métaboliques qui s’accordent avec ce potentiel, celles 
qui correspondent au fonctionnement du cycle de Krebs par 
exemple, dont l’existence a été démontrée dans cette bactérie [4]. 


Le cytochrome de Thiobacillus denitrificans est, apres le 
cytochrome C, de Desulfovibrio desulfuricans, le second cyto- 
chrome C, isolé d’une bactérie anaérobie, qui fasse partie d’un 
systéme enzymatique relatif a Voxydation d’un substrat minéral. 
bes expériences préliminaires nous ont montré que sa concen- 
tration dans la bactérie est beaucoup plus importante en anaéro- 
biose quand le nitrate est accepteur d’électrons qu’en aérobiose, 
ce qui s’accorderait avec le réle des cytochromes dans la réduc- 
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tion des nitrates, Il existe toutefois dans la bactérie cultivée en 
anaérobiose, une cytochrome oxydase de type a, tres active en 
presence d’ oxygéne. Nous ne savons pas pour l’instant si ce 
facteur joue chez Thiobacillus denitrificans un role dans la réduc- 
lion du nitrate. 

On pouvait penser que la synthése de l’adénosine-5’-triphos- 
phate hée a Voxvdation du thiosulfate était une phosphory- 
Jation oxydative de type classique, couplée au transport des 
électrons par la chaine des cytochromes. Des expériences, faites 
avec des bactéries dans des conditions de croissance, montrent 
que Voxydation de 1 pMol. de thiosulfate permet l’incorpo- 
ration en aérobiose de 0,68 pMol. de CO, et en anaérobiose 
de 0,32 uMol. de CO,. Comme l'incorporation du CO, se fait 
surtout par le cycle de Calvin, on peut supposer que 8 Mol. 
d’adénosine-5’ -triphosphate permettent Yincorporation de 1 Mol. 
de CO,. En considérant l’équation d’oxydation du thiosulfate en 
sulfate. en aérobiose, on trouve un rapport P/O de 0,51, ce qui 
correspond & un rendement énergétique assez faible. Ce rende- 
ment est 4 peu prés le méme si on remplace le thiosulfate par 
Je sulfite. 

Avec une suspension de particules bactériennes nous avons 
cherché a obtenir une phosphorylation couplée a loxydation du 
thiosulfate, du sulfite, ou du cytochrome réduit. En aucun cas, 
méme aprés addition des composés habituels favorisant la phos- 
phorylation oxydative, nous n’avons eu de résultats significatifs. 


I] est difficile de tirer argument de ces échecs pour conclure 
sur le mode de phosphorylation chez les Thiobacilles. En effet, 
Vhypothése de la phosphorylation oxydative classique ne peut étre 
complétement exclue et le faible rendement énergétique des bacté- 
ries peut expliquer la difficulté 4 mettre en évidence le phéno- 
mene avec un extrait. D’autre part, l’activité de la suspension 
de particules sur le thiosulfate a toujours été faible ; dans le cas 
du sulfite ot cette activité est grande, nos résultats s’accordent 
avec ceux de Handler {82} selon qui le foie contiendrait deux 
sulfite-oxydases, l’une dont le cofacteur est hypoxanthine avec 
laquelle il ne serait pas possible d’obtenir de phosphorylation, 
Vautre dont l’activité serait couplée 4 une phosphorylation oxy- 
dative. Dans le cas du cytochrome réduit, enfin, les résultats 
suivants pourraient expliquer nos échecs. Vishniae et Santer [25° 
rapportent, en effet, que chez Thiobacillus thioparus Voxydation 
du thiosulfate ne peut étre compléte qu’en présence de phosphate 
minéral. Ces auteurs ont pu mettre en évidence des composés 
non identifiés contenant du soufre et du phosphore et ils pensent 
que certaines liaisons seraient du type anhydride conduisant 
ultérieurement a la synthése de l’adénosine-5’-triphosphate. Il est 
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évident que dans une telle hypothése le rdle du cytochrome serait 
uniquement celui d’un transporteur d’électrons et il n’y auralt pas 
nécessairement de phosphorylation liée a son oxydation. 


RESUME. 


1° Il existe chez Thiobacillus denitrificans un cytochrome de 
type C; une méthode de préparation permettant d’obtenir un 
produit a 90 p. 100 de pureté a été décrite. 

2° Ce cytochrome réduit présente des maxima d’absorption a 
5 522 A, 5 223 A, 4157 A et 3168 A, le pic y oxydé se trouve 
i 4102 A. Le point isoélectrique est voisin de 10,2, le I’, est 
de +0,270 volts a pH 6,8. 

3° Ce cytochrome est stable en solution pendant au moins cing 
minutes 4 100°, & pH 7,0. Il n’est pas autooxydable aux pH 
neutres, i] le devient aux pH acides ou alcalins. 

4° Dans les meilleures conditions les bactéries renferment jus- 
qu’a 4 p. 100 de cytochrome. Des expériences faites avec des 
suspensions de bactéries entiéres ou de particules bactériennes 
établissent le réle de ce cytochrome dans le transport des élec- 
trons entre le thiosulfate et le nitrate. En aérobiose l’oxydase 
terminale est une cytochrome oxydase de type ag. 

Les particules bactériennes contiennent également une sulfite 
oxydase dont le cofacteur est hypoxanthine et pour laquelle le 
cytochrome est un accepteur d’électrons. 

5° Le réle physiologique de ce cytochrome, que ses proprictés 
rapprochent beaucoup du cytochrome C de cceur de mammifére, 
a été discuté, en particulier dans sa relation avec Ja phosphory- 
Jation couplée 4 Voxydation du thiosulfate. 


SUMMARY 


ISOLATION AND PROPERTIES OF Thiobacillus denitrificans 
CYTOCHROME C, 


1. Thiobacillus denitrificans contains a cytochrome C. The 
authors describe a technique allowing the isolation of this mate- 
rial purified 90 °%,. 

2. This reduced cytochrome possesses absorption maxima at 
5 522 A, 5223 A, 4157 A and 3168 A; the oxidized y peak is 
situated at 4102 A. The isoelectric point is at 10,2, the E’, is 
+ 0,270 volts at pH 6,8. 

3. This cytochrome is stable in solution at 100° and pH 7 for 
at least five minutes. It is not autooxidable at neutral pH, but 
becomes autooxidable at acid or alkaline pH. 
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4. Under optimal conditions, the cytochrome content of the 
bacteria can reach 4 °/,. Experiments carried out with suspen- 
sions of intact bacteria or bacterial particles demonstrate the role 
of this cytochrome in electron transfer between thiosulfate and 
nitrate. In anaerobiosis the therminal oxidase is an a, oxidase. 

The bacterial particles also possess a sulfite oxidase, the 
cofactor of which is hypoxanthine for which the cytochrome is 
an electron acceptor. 

5. The properties of this cytochrome are very close to those 
of mammalian heart cytochrome C. The biological role of this 
bacterial cytochrome and its relation to phosphorylation coupled 
with thiosulfate oxidation are discussed. 
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ACTION SUR LES TISSUS DE LA SOURIS 
DE CERTAINS VACCINS, PREPARES AVEC DES SOUCHES 
DE SALMONELLA PATHOGENES ET NON PATHOGENES 
POUR CET ANIMAL 


par M™e J. GRABAR (*) 
(avec la collaboration technique de M"° Marie-Thérése VINAY). 


(Institut Pasteur, Service des Vaccins) 


Les recherches sur la sensibilité ou la résistance de l’hote 
a Vinfection par les salmonelles ont été concentrées, ces trente 
derniéres années, sur l’examen du sang, aprés que ]’on ett décou- 
vert qu'il contenait des substances naturelles ou acquises, capables 
d’arréter la multiplication des germes ou de les détruire. 

L’obtention facile du sang a fait de ce dernier le matériel de 
choix pour la plupart des problémes liés 4 Vimmunité. C’est, 
en particulier, le cas des recherches faites sur les vaccins typho- 
paratyphoidiques ot les problémes ont été réduits : 

1° A la mise en évidence des anticorps circulants, les aggluti- 
nines O, H et Vi, dans les sérums des animaux de laboratoire 
immunisés, ordinairement le lapin ; 

2° A la protection active ou passive des souris, dans ce der- 
nier cas, avec Jes sérums des lapins immunisés contre ces vaccins. 

Or, on sait que la souris est naturellement résistante a Vinfec- 
tion par S. typhi et par certaines souches paratyphoidiques (S. 
paratyphi A). D’autre part le lapin, tout en étant aussi résistant 
a ces infections, répond, aprés l’immunisation a certains des anti- 
génes du vaccin, par la formation d’agglutinines. Cependant, le 
pouvoir protecteur des sérums de lapins immunis¢és ne va pas 
toujours de pair avec la présence ou l’absence de ces agglutinines. 
Nous avons eu l’occasion de disculer de ces problémes et ne les 
reprendrons plus ici {4]. Nous ne mentionnerons que les diffi- 
cultés dans l’appréciation du pouvoir vaccinant d’un vaccin anti- 
typho-paratyphoidique, qui proviennent précisément du fait qu’il 
n’y a aucun argument valable pour altribuer les réactions immu- 
nologiques d’un animal résistant, lapin, souris, 4 celles d’un étre 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1959. 
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réceplif, ’ homme. L’exemple de ]’essai de vaccination humaine, 
fait en Yougoslavie, ot la discordance entre les résultats des 
épreuves biologiques des différents vaccins employés et ceux de 
la vaccination humaine est évidente, en est la preuve [2]. 

Cependant, les anticorps sont fabriqués dans les tissus de 
lanimal, et les réactions tissulaires 4 l’introduction des différents 
antigénes n’ont presque pas été prises en considération dans les 
trés nombreuses recherches sur la vaccination anti- typhoidique 
des vingt derniéres années. Les travaux des auteurs Japonais, 
Fujimaki et coll. [8], Toba [4, 5, 6] et Saito [7], publiés entre 
1950-1955, semblent indiquer pourtant que, par les méthodes 
histologiques, on met en évidence des réactions caractéristiques 
dans le foie des souris et des lapins traités par des vaccins anti- 
salmonelles, vivants ou tués. 

De notre cdté, nous avons entrepris l'étude histologique de 
Veffet des vaccins typhoidiques et de certains paratyphoidiques 
sur les tissus de la souris. Le but de nos recherches était de voir 
si les réactions tissulaires de la souris a ]’introduction des vaccins 
vivants ou tués, préparés a partir des Salmonella naturellement 
pathogénes ou non pathogénes pour cet animal, seraient les 
mémes. 

Les Salmonella pathogénes pour la souris ont été prises comme 
témoins, pour essayer de comparer éventuellement leur effet 
a’ celui des vaccins typho-paratyphoidiques chez Vhomme. Les 
données histologiques ont été confrontées aux résultats de 
l’épreuve de la protection active de la souris. 


I. — MateRIEL ET METHODE. 


Soucnes. — Nous avons pris pour le vaccin anti-typhoidique des 
souches ne contenant pas d’antigéne Vi (Ty 415 W, O901, Ty 52-11) 
d’une part, et des souches O inagglutinables (Ty 415 V, Ty 556, Ty2) 
(autre part. En outre, nous avons travaillé avec la souche R2, en tant 
que représentant d’une souche en forme R. 

Les souches du vaccin antiparatyphoidique A sont celles utilisées 
dans notre travail sur l’embryon de poulet avec S. paratyphi A (A 103 
et A 212) [8]. Le vaccin anti-paratyphoidique B a été préparé a partir 
des souches B510 et B 505, toutes les deux antigéniquement complétes 
(4,5,12 :b :1,2). Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus avec 
des vaccins préparés 4 partir de souches dont on sait qu’elles ne sont 
pas pathogénes pour la souris, sauf S. paratyphi B, deux souches de 
S. typhi murium (n° 37 et 62) et une souche de S. enteritidis, var. 
danysz, ont été aussi choisies pour ce travail, comme espéces patho- 
genes pour la souris. 


Vaccin TUE. — Du vaccin tué a été préparé a partir de ces souches, 
» x : . 
par chauffage d’une heure 4 56°C des suspensions, titrées ensuite au 


_— 
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photométre et diluées & raison de 100 millions de germes au millilitre. 
Aucun antiseplique n’a été ajouté aux vaccins qui ont été gardés A une 
température de 4°C, jusqu’’ la fin des vaccinations. Le contrdle de 
stérilité est fait avec chaque vaccin. 


Vaccin vivanr. — Nous désignons sous ce terme Jes suspensions de 
germes vivants, préparées avec les mémes souches, titrées au méme 
nombre de germes au millilitre que les suspensions tuées. Ces vaccins 
vivants ont été préparés extemporanément avant chaque vaccination. 


VACCINATION ET EPREUVE DE PROTECTION ACTIVE. — Des lots de 
20 souris ont été vaccinés par trois injections sous-cutanées de 
vaceins tués et vivants, & raison de : 0,1, 0,2 et 0,4 ml, une injec- 
tion tous les six jours. Avant chaque injection, deux souris de 
chaque lot ont été sacrifiées et on a prélevé, pour l’examen histo- 
logique, le foie, la rate et la partie iléo-cecale de l’intestin. Quinze 
jours aprés la fin de la vaccination, deux souris de chaque lot ont 
été sacrifiées et les prélevements pour Vexamen histologique ont 
été effectués. 

Avec le reste des souris, 10 & 12, nous avons effectué l’épreuve 
de protection active. 

Pour les souris vaccinées avec les vaccins anti-typhoidiques, 
Vépreuve a été faite avec la souche Ty2, en introduisant, par voie 
intrapéritonéale, 1 ml d’une suspension de germes vivants, pré- 
parée avec des colonies O-inagglutinables. Nous insistons sur le 
fait du choix des colonies O-inagglutinables de la souche Ty2, 
car, si cette souche est, de l’avis de tous les chercheurs, la meil- 
leure pour cette épreuve par les résultats constants qu’elle don- 
nerait, les résullats ne sont constants pour la méme dose, autour 
de 100 millions de germes au mullilitre, que si la souche est en 
forme V. 

Or, c’est une souche qui dissocie facilement en forme V W, et, 
dans ce cas, on note une irrégularité dans les résultats, difficile 
& interpréter. Nous avons observé le méme fait avee les souches 
de S. typhi qui dissocient, dans l’épreuve sur embryon de poulet. 

Pour éviter la dissociation de la souche Ty2, nous effectuons 
I’épreuve avec la suspension provenant du repiquage sur gélose 
du premier bouillon a partir de la culture en gélose de conser- 
vation. La souche en gélose de conservation est gardée a la tem- 
pérature ordinaire. 

La souche de S. paratyphi B qui nous a servi dans les épreuves 
de séro-protection est la souche B510, qui tue réguli¢rement la 
souris en injection intrapéritonéale, 4 la dose de 70 millions de 
germes injectée sous le volume de 1 ml. 

La souche S. typhi murium n° 37, par la méme vole intrapéri- 
tonéale, tue la souris en vingt-quatre heures avec 50 4 70 millions 
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de germes sous le volume de 1 ml, ainsi que la souche de S. ente- 
ritidis var. danysz. 

Ne possédant pas de souche de S. paratyphi A qui tue régulié- 
rement la souris, l’épreuve de protection active n’a pas été 
effectuée chez les souris vaccinées avec les vaccins paratyphoi- 
diques A. 


TECHNIQUES HISTOLOGIQUES. — Toutes les piéces prélevées sur 
la souris, une heure aprés sa mort, ont été mises dans le fixateur 
de Bouin. 

La technique histologique de notre travail a été celle employée 
couramment, que nous avons apprise dans le service d’Anatomie 
Pathologique de l’Insutut Pasteur (1). 

Les colorations employées pour nos coupes ont été Vhémalun- 
éosine, la toluidine et la thionine simple, ainsi que la toluidine- 
éosine (Dominici). 


= Resumrars: 


‘Les résultats que nous donnons sont ceux que nous avons 
obtenus aprés avoir répété chaque expérience au moins trois fois. 
Certaines expériences, en particulier celles effectuées avec S. typhi 
murium et S. paralyphi B vivants, ont été faites une dizaine de fois. 


A. Vaccins cHAUFFEs. — Toutes les souris ont supporté sans 
inconvénient la vaccination d’aprés le protocole établi. Comme nous 
’avions précisé dans la description des méthodes, nous n’avons 
prélevé que le foie, la rate et une partie de l’intestin pour examen 
histologique. 


Examens histologiques des organes. 


Foie ; Les coupes faites six jours aprés la fin de la premiére 
injection des vaccins ne montrent qu’une réaction cellulaire péri- 
vasculaire, et ceci avec tous les vaccins chauffés, sauf celui pré- 
paré avec la souche R2. A partir de la seconde injection, et dix 
jours aprés la fin de la vaccination, on note l’augmentation de 
volume des cellules de Kupffer et des cellules endothéliales (pl., 
fig, 2). La prolifération des cellules histiocytaires et la formation 
de nodules sont irréguliéres et ont été observées surtout chez les 
souris vaccinées avec le vaccin typhoidique V et les vaccins 
aS. typhi murium et a S. enteritidis. Le vaccin préparé avec la 


(1) Nous remercions M. J. Levaditi de nous avoir accueillie dans son 
Service, et M™* Olga Nazimov, pour nous avoir conseillé l’emploi de 


certaines colorations et nous avoir aidée dans l’interprétation de cer- 
taines images histologiques. 
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souche R2 n’a provoqué aucune réaction jusqu’a la fin de Pexpé- 
rience, dans aucun des organes prélevés. 

Rate: Trés peu de changements ont pu étre observés, saul 
peut-étre une faible prolifération réticulaire dans la pulpe rouge 
et autour des vaisseaux. 


Intestin; L’intestin, plus précisément les plaques de Peyer, 
ont présenlé trés irréguli¢rement des gonflements. 


Protection active de la souris. — Les résultats de l’épreuve 
faite dix jours aprés la fin de la vaccination sont donnés dans 
le tableau I. On y voit que les souris vaccinées avee les vaccins 


TasLeau J. 


Protection active Protection active 


Vaccins preparés | des souris vaccinées des souris vaccinées Tfémoins 
avec les souches avec vaccin chauffé avec vaccin vivant 
iy ay 8 Geo 
S. typhi 

en forme W Souche Ty2 
Kis W 130 millions 
0 901 de germes au cm} 
Ty 52-11 1/5 


en forme R 


S. typhi murium 


mew 
ne 2 


Souche B 510 
7O millions 
de germes au cm3 
0/5 


2 


Souche n® 02 
10/10 70 millions 


10/1¢ de germes au cm3 
0, 


S. enteritidis 
Var. Danysz 


Numeérateur : survivantes 


Souche de la collec-— 
8/10 tion du Centre des 
Salmonelles (I.Pastew) 
70 millions 
de germes au cm} 
1/5 


au bout de trois jours. Dénominateur: nombre de 
souris inoculées. 


typhoidiques sont protégées contre la dose d’épreuve de 1 ml 
contenant 130 millions de germes de la souche Ty2. Cette protec- 
tion est néanmoins beaucoup plus faible chez les souris vaccinées 
avec les vaccins des souches W et dans les organes desquelles 
on n’a pas constaté de réactions histiocytaires appréciables. ‘La 
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souche R2, dont le vaccin chauffé n’a provoqué l’apparition 
d’aucune réaction dans les organes de la souris, n’a pas protégé 
celle-ci contre l’infection avec la souche Ty2. 

Les vaccins des S. paratyphi B, S. typhi murium et S. entert- 
tidis ont déterminé une protection tout 4 fait satisfaisante. 


B. Vaccins vivants. — Comme nous l’avions dit dans le proto- 
cole des vaccinations, ces derniéres sont faites par la vole sous- 
culanée. A notre grande surprise, Je vaccin vivant des souches 
de S. typhi murium, S. enteritidis et S. paratyphi B, a provoque, 
aprés la premiére injection de 0,1 ml d’une suspension A 
100 millions de germes, l’hypertrophie du ganglon lymphatique 
régional, deux heures aprés l’introduction du vaccin, avec lym- 
phangite palpable dés le lendemain [9]. 

Nous avons laissé la premiére fois les souris en vie pour 
observer |’évolution de linflammation ; six jours apres |’inocu- 
lation toutes les souris étaient malades et dix jours aprés, toutes 
étaient mortes. 

Au contraire, les souris vaccinées avec les vaccins typhoidiques 
et para-A vivants n’ont présenté aucune réaction ganglionnaire 
et ont subi, sans aucune perte, la vaccination d’aprés le protocole 
établi. Pour cetle raison, nous séparerons les résultats histolo- 
giques et de protection active obtenus avec ces vaccins de ceux 
obtenus avec les S. paralyphi B, S. typhi murium et S. enteritidis. 


a) Examens histologiques des organes des souris vaccinées avec 
les différents vaccins anti-typhoidique et anti-paratyphoidique A 
vivants. 

Tous ces vaccins, y compris celui de la souche R2, ont donné 
les mémes images histologiques que le vaccin chauffé, mais heau- 
coup plus intenses. Ainsi, a cété de Vimage banale du foie infec- 
tieux, la formation des nodules histiocytaires est de régle, a partir 
de la deuxiéme injection (pl., fig. 1), ainsi que l’apparition de 
cellules spécifiques, cellules de Rindfleisch, dans les plaques de 
Peyer de V’intestin, dont le gonflement est régulier. La rate est 
fortement congestionnée, avec forte périvascularite et souvent des 
thromboses de petits vaisseaux et une réaction réticulaire nette. 
Sur aucune coupe des organes, nous n’avons pu mettre les germes 
en évidence. 


Protection active de la souris. — D’aprés les résultats exposés 
dans le tableau I, on peut voir que les vaccins typhoidiques 
vivants ont tous immunisé la souris, y compris le vaccin préparé 
avec la souche R2, quoiqu’é un degré plus faible. 


b) Résultats obtenus avee le vaccin préparé avec les « S. typhi 
murium », « S. enteritidis » et « S. paratyphi » B vivants. 
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Devant le premier résultat obtenu avec les vaccins vivants de 
ces souches, nous avons essayé en premier lieu de voir s’il était 
possible de vacciner les souris en diminuant sensiblement le 
nombre de germes dans les suspensions. 

Dans le premier essai, nous avons travaillé avec des suspen- 
sions 4 100 millions de germes au millilitre. Nous avons repris 
Vinoculation par vole sous-cutanée avec des suspensions a 
10 millions, 100 000 et 10000 germes au millilitre en injectant 
6,1 ml de ces suspensions. Les “ganglions enflaient réguli¢rement 
deux heures aprés l’inoculation, mais avec la dose de 0,1 d’une 
suspension de 10 000 germes au millilitre (1 000 germes inoculés), 
la morbidité et la mortalité de 100 p. 100, observées avec les 
autres doses, ont sensiblement diminué. Avec la souche de S. typhi 
murium 62, nous avons réduit la dose & 500 germes inoculés : 
le ganghon enflait, mais pas une souris n’a semblé malade ou 
nest morte. Voici les résultats de l’examen histologique des 
ganglions et des autres organes. 


1° Ganglions et organes apres inoculation de doses provoquant 
une mortalité de 100 p. 100: Le tableau histologique du ganglion, 
depuis le début de son hypertrophie jusqu’a la mort de la souris, 
est celui de V’hyperplasie inflammatoire, finissant par de la nécrose 
(pl., fig. 3). Le ganglion est envahi par des cellules inflamma- 
toires, des polynucléaires, des macrophages, des plasmocytes et 
des histiocytes. Son anatomie est bouleversée, les follicules lym- 
phatiques disparaissent dans l’ensemble de image inflammatoire ; 
sur les coupes faites vingt-quatre heures aprés Vinoculation, on 
note déja une tendance a la nécrose. Les germes vivants patho- 
génes pour la souris y sont arrétés, et en provoquent l’inflamma- 
tion aigué; ils y sont phagocytés en partie, une autre partie y 
prolifére et par les vaisseaux lymphatiques, les germes sont 
déchargés dans l’organisme. Aprés deux a trois jours, on les 
trouve régulicrement dans le foie et la rate, contrairement a ce 
qui se passe aprés Vinoculation avee S. typhi, oti leur apparition 
dans les organes est tardive et semble liée a Vissue fatale. 

A Vinstallation de la maladie, c’est-a-dire a partir du quatriéme 
jour, la tendance nécrotique des lésions avec la pullulation micro- 
bienne est trés visible sur les préparations des ganglions, du foie, 
de la rate. Dans l’intestin, on constate invasion des plaques de 
Peyer par les cellules de Rindfleisch et leur ulcération. 


2° Ganglions et organes aprés inoculation de doses sublétales : 
Les doses de 1 000 et 10 000 germes provoquent le gonflement du 
ganglion, sans lymphangite. Les coupes histologiques présentent 
Pimage d’une inflammation a forte réaction réticulaire, les 
microbes sont phagocytés. A partir du cinquiéme jour, les gan- 
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glions diminuent de volume et on assiste, apres dix ou quinze 
jours, a leur guérison. Dans le tissu conjonctif avoisinant, on 
constate la présence de nombreux mastocytes. Le foie et la rate 
donnent l’image d’une réaction toxi- infectieuse, comme avec le 
vacein vivant utilisant des souches non pathogenes ; ; sur les nom- 
breuses coupes examinées, nous n’avons jamais pu deéceler la 
présence de microbes. Nous n’avons pas fait de prélévements de 
intestin dans cette série d’expériences. 


3° Injection par la voie sous-cutanée de souches pathogénes 
apres la vaccination de la souris : Nous avons vacciné deux lots 
de souris (10 souris chaque fois) avec le vaccin chauffé de S. typhi 
murium et de S. paratyphi B, selon le protocole décrit. Dix jours 
aprés la fin de la vaccination, nous avons introduit par la méme 
voie 1 ml d’une suspension de germes vivants de la souche de 
S. typhi murium 62 et de S. paratyphi B titrée a 100 000 germes 
au millilitre. 

Le lendemain, nous avons constaté l’hypertrophie du ganglion 
lymphatique. Les préparations histologiques faites a partir des 
ganglions nous ont donné l’image d’une forte prolifération réti- 
culaire qui déplace les follicules, dont le volume diminue consi- 
dérablement (pl., fig. 4). Des cing souris non sacrifiées de chaque 
lot, aucune n’a présenté de signe de maladie durant les quinze 
jours d’observation. 


Discussion. 


Comme nous l’avons dit au début, le but de nos recherches 
était de voir si l’étude histologique des réactions tissulaires de 
la souris provoquées par l’injection de différents vaccins, pré- 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Foie d'une souris, inoculée avec du vaccin typhoidique en forme V, 
vivant. La souris a été sacrifiée dix jours aprés la fin de la vaccination. 


Fic. 2. — Foie de souris, inoculée avec le méme yaccin typhoidique en forme V, 
mais chauffé. La souris a été sacrifiée dix jours aprés la fin de la vaccination. 


Fic. 3. — Ganglion inguinal de souris, inoculée par yoie sous-cutanée avec S. typhi 
murium vivant. Le ganglion a été prélevé quatre jours apres inoculation, c’est- 
a-dire au début de la maladie. 


Fic. 4. — Ganglion provenant d’une souris vaccinée avec S. typhi murium chauffé, 
quatre jours aprés l’injection de la dose d’épreuve. 


— 


Fic. 5. — Mésentére de Ja souris infectée par voie buccale avec S 


. typhi murium, 
quatre jours apres l’infection. 
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parés avec des salmonelles pathogénes et non pathogenes pour 
cet animal, pourrait nous fournir des renseignements utilisables 
pour Vappréciation de la valeur des vaccins typho-paraty phoi- 
diques. Pour avoir une base de comparaison dans Vappréciation 
des modifications morphologiques des tissus, nous avons utilisé 
des vaccins tués par le chauffage, une heure A 56°, et des vaccins 
vivants. La voie d’introduction de ces différents vaceins, dans 
notre travail, a élé la voie sous-cutanée, celle que nous employons 
toujours, dans le Service des Vaccins, pour la vaccination des 
souris. 

Nos expériences nous permettent, nous semble-t-il, de dégager 
plusieurs faits : 


1° Si Pinoculation par voie sous-cutanée de la souris avec tous 
les vaccins chauffés a été supportée sans aucun inconvénient, 
Vintroduction des suspensions vivantes, par cette méme voie, nous 
a permis, par l’hypertrophie ganglionnaire, de séparer les espéces 
pathogénes des espéces non pathogénes [9]. En variant le nombre 
de germes injectés, nous avons pu constater, sur les coupes des 
ganglions hyperplasiques, le début de la mobilisation cellulaire 
de défense. Avec les doses fortes (10000 germes inoculés) nous 
avons l’image d’une adénite aigué avec forte tendance nécrosante, 
presque dés le début. Les doses sublétales, par contre, provoquent 
la mobilsation intense des cellules réticulo-endothéliales. Les 
germes sont phagocytés et, contrairement a ce qui a lieu apres 
des infections avec des doses fortes, le foie et la rate ne sont 
pas envahis par les germes. 

Aprés Vinoculation d’épreuve Vhypertrophie ganghonnaire des 
souris vaccinées montre sur les coupes la méme prolifération des 
cellules réticulo-endothéhales, conséquence de l’activité phago- 
cytaire intense. Comme l’a vu Miles [40], les anticorps spécifiques 
circulants ne semblent pas jouer de role significatif dans ce pre- 
mier stade de l’infection. L’image histologique du ganglion hyper- 
trophié de la souris infectée avec un petit nombre de germes, 
et celle de la souris vaccinée infectée avec une dose lélale, sont 
pratiquement les mémes : c’est la réaction des cellules réticulo- 
endothéliales. 

On peut comparer le résultat de nos expériences faites avec 
S. typhi murium et S. enteritidis, introduites par la voile sous- 
cutanée, avec ceux oblenus par l’infection de la souris avec les 
mémes souches par la voie buccale. On sait que cette voie est 
Ja voie naturelle de J’infection avec les Salmonella. Nous avons 
fait, avec les souches S. typhi murium n° 37 et S. enteritidis 
var, danysz, une dizaine d’expériences d’infection des souris 
par voie buccale : cing dans chaque lot. La période d’incubation 
u 6té Ja méme (quatre ou cinq jours) que dans le cas d’infection 
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par voie sous-cutanée avec de fortes doses. Les souris, sacrifiées 
deux jours apres l’infection orale, présentaient une forte lymphan- 
gile mésentérique avec hypertrophie ganglionnaire, Le tableau 
histologique de ces ganglions est identique a celui du ganglion 
inguinal, avec tendance nécrotique a partir de l’installation de 
Ja maladie, le quatriéme jour, et nécrose a issue fatale, le septiéme 
jour (pl., fig. 5). La souris infectée avec S. typhi par voie buccale, 
sacrifiée également quatre jours plus tard, ne présentait aucune 
réaction mésentérique. D’ailleurs, jamais nous n’avons obtenu une 
infection de la souris, par cette vole, avec S. typhi. 

Les lésions provoquées par Vinfection du chimpanzé par voie 
buccale avec S. typhi (Sprinz, Landy, Gaines et Edsall [44)) 
sont les mémes que celles observées par nous chez la souris 
infectée avee S. typhi murium ou S. enteritidis. Les travaux de 
Melnolte {42} et de Story et Hanbury [43] sur les modifications 
morphologiques des infections a S. typhi murium, dans des cas 
humains & issue fatale, décrivent aussi Vhyperplasie infectieuse 
des ganglions mésentériques, des plaques de Peyer et de la rate. 

Dans lous ces cas, il s’agit de salmonelles pathogenes pour 
Vespéce. Il s’agit, par conséquent, de lésions du tissu lymphoide 
caractéristiques et identiques chez les hétes sensibles. A notre avis, 
Pinoculation de Ja souris par voie sous-cutanée dans les recher- 
ches sur les infections a Salmonella présente sur linoculation 
orale Vavantage de permettre de suivre l’infection dés le début 
sur un ganglion silué superficiellement (le ganglion inguinal dans 
nos expériences), la maladie étant dans les deux cas la méme et 
apparaissant dans les mémes délais. 

Nos résultats confirment, en outre, les recherches de Toba [6] 
et les travaux de Rely et coll. [14, 15] sur la pathogénie de !a 
fiévre typhoide, et spécialement sur Vaffinité des salmonelles pour 
le tissu lymphoide, qui représente une de leurs propriétés spéci- 
fiques. Nos expériences semblent démontrer en outre que le tissu 
lymphoide de la souris a une certaine affinité pour certaines 
souches de salmonelles, affinité qui détermine la sensibilité ou 
la résistance de anima] 4 Vinfection. Le fait que S. typhi n’a 
jamais provoqué, dans nos expériences, d’hypertrophie du gan- 
ghon prouve une fois de plus que S. typhi n’est pas pathogéne 
pour cet animal. 

2° Nos expériences permettent en outre quelques considérations 
sur leffet des différents vaccins employés sur la souris. Nous 
avons pu constater que, aussi bien le vaccin chauffé que le vaccin 
vivant préparés avec des souches de salmonelles pathogénes ou 
non pathogénes pour la souris ont provoqué des réactions tissu- 
laires, surtout caractéristiques dans le foie. Ce résultat est ana- 
logue & celui décrit par Toba [5] et Fujimaki et coll [8]. Toutefois, 
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avec les vaccins chauffés, la réaction est plus discréte et moins 
spécifique, si on prend comme crilére de spécificité la présence 
de formations histiocytaires. On sait, en effet, que les cellules 
de Rindfleisch, cellules spécifiques de l’infection a S. typhi chez 
homme, sont d’origine histiocytaire. 

Si, avec les vaccins vivants, Vapparition et la formation de 
nodules hishocytaires dans le foie ont été réguliéres, par contre, 
avec les vaccins chauffés, nous n’avons pu constater leur présence 
quirréguhérement dans le foie des souris vaccinées avec les 
vaccins de S. typhi murium et S. typhi en forme V. Fujimaki 
el coll., qui ont travaillé avec S. enteritidis, affirment que la 
différence d’action entre un vaccin tué et un vaccin vivant ne serait 
que quantitative. C’est probablement vrai pour S. enteritidis, 
comme nous l’avons constaté pour S. typhi murium. Mais avec 
S. typhi, qui n’est pas pathogéne pour la souris, le vaccin vivant 
provoque régulierement l’apparition des nodules histiocytaires 
dans le foie, tandis que, avec le vaccin chauffé, a l’exception de 
trois foies de souris vaccinées avec S. typhi en forme V sur les 
20 examinées, nous navons observé que lVimage banale du foie 
toxi-infectieux. 

Les réactions de la rate et de lintestin vis-a-vis du vaccin 
chauffé semblent étre trop peu prononcées, d’aprés nos expé- 
riences, sur les coupes histologiques. Nous n’avons pas_ utilisé 
la méthode des empreintes de la rate, ni d’ailleurs des ganglions 
lymphatiques, pour un examen cytologique poussé. 

3° Aucune réaction tissulaire n’a été notée avec le vaccin 
chauffé, préparé avec la souche R2, et les souris vaccinées n’ont 
pas été protégées a l’épreuve de protection active contre la 
souche Ty2 (voir tableau). Par contre, le vaccin de la souche R2 
vivante a provoqué dans le foie de Ja souris une réaction cellu- 
laire et les souris ont été protégées partiellement contre |’infection 
avec la souche Tye. 

Des résultats analogues, avec des vaccins vivants ou chauffés 
« partir de forme R, ont été obtenus par Saito |7] avec S. cholerae 
suis et par Toba, avec S. abortus equi. 

Buonomini et Gabrielli [46] auraient obtenu la protection passive 
de la souris et de ’embryon de poulet avec des sérums de lapins 
immunisés avec des vaccins formolés, préparés avec des germes 
en forme R de la souche Ty2. Selon ces auteurs, le vaccin A 
alcool préparé avec la méme souche n’aurait pas immunisé les 
lapins. 

Quelques essais préliminaires de protection envers S. typhi de 
la souris vaccinée avec S. paratyphi B nous ont permis de cons- 
tater une certaine protection (50 p. 100). L’ensemble de ces 
diverses observations pourrait éltre considéré, soit comme étant 
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dti A une réaction non spécifique, soit a l’existence de réactions 
croisées. L’uniformité des images histologiques du foie obtenues 
avec tous les vaccins chauffés préparés a4 partir des souches 
pathogénes ou non pathogénes, sauf celui de la souche R2, celles 
du foie toxi-infectieux, nous incitent a admettre plutot Ja non- 
spécificité de la réaction. 

4° Les épreuves de protection active de la souris ont été effec- 
tuées par voie intrapéritonéale, voie Ja plus utilisée pour cette 
épreuve. On sait que, étant donné le grand nombre de germes 
inoculés, la souris meurt dans les vingt-quatre a quarante-hut 
heures par intoxication. Les coupes faites avec les organes des 
souris-témoins, aussi bien aprés l’injection de souches pathogénes 
que de souches non pathogénes, ont montré dans le foie et la 
rate des foyers de nécrose avec bouleversement de la morpho- 
logie tissulaire environnante. Les doses infectantes pour la 
souris, dans nos expériences avec les salmonelles pathogenes 
ou non pathogénes, sont sensiblement les mémes: environ de 
100 000 000 de germes, ce qui indique que le pouvoir toxique 
des souches employées ne varie pas beaucoup avec l’espéce. 


RESUME. 


Les réactions tissulaires des souris inoculées par vole sous- 
cutanée, avec des vaccins tués par chauffage et avec des vaccins 
vivants, de différentes espéces de Salmonella, sont décrites. 

‘Les vaccins tués ont déterminé, surtout dans le foie de |’animal, 
des réactions toxi-infectieuses qui ne semblent pas étre spéci- 
fiques. Le vaccin préparé a partir d’une souche de S. typhi R 
na provoqué aucune réaction tissulaire. 

Les réactions provoquées par le vaccin vivant : réaction histio- 
cytaire dans le foie et des plaques de Peyer de J’intestin, 
a’ cdté de limage toxi-infecticuse, semblent étre des réactions 
spécifiques des tissus a l’injection des Salmonella. Le vaccin 
vivant de la souche S. typhi R a provoqué Vapparition des mémes 
réactions que celles des souches S. 

De plus, l’administration des vaccins vivants par voie sous- 
cultanée a permis de différencier la réaction des espéces patho- 
génes et des espéces non pathogénes pour Ja souris, par l’appa- 
rition d’une hyperplasie inflammatoire du ganglion lymphatique 
régional, provoquée seulement par les Salmonella ‘pathogenes 
pour cet animal. ‘ 

Chez les souris vaccinées avec du vaccin chauffé, la nature de 
lhyperplasie aprés introduction de la dose d’épreuve, par la méme 
vole sous-cutanée, n’est plus de nature infectieuse aigué. Discus- 
sion des résultats. 
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SUMMARY 


ACTIVITY ON MICE TISSUES OF CERTAIN VACCINES, PREPARED FROM 
MICE PATHOGENIC AND NON PATHOGENIC Salmonella srrains. 


Description of tissular reactions of mice subcutaneously inocu- 
lated with anti-Salmonella killed and living vaccines. 

Heat-killed vaccines induce (particularly in the liver) toxi-infec- 
tious reactions which do not seem to be specific. Vaccine pre- 
pared from a strain of S. typhi R did not induce any tissular 
reaclion. 

Living vaccines provoke, besides toxi-infectious reactions, an 
histiocylic reaction in the liver and in Peyer’s patches, both reac- 
{ions appearing to be specific. The living vaccine prepared from 
the S. typhi R strain induced the same reactions as those caused 
by S strains. 

Subcutaneous inoculation of living vaccines also allowed to 
differentiate pathogenic from non pathogenic Salmonella: only 
pathogenic species induce inflammatory hyperplasia of local 
lymphatic nodes. 

In mice immunized with killed vaccines, hyperplasia appearing 
after subscutaneous inoculation of the challenge dose has no 
acute infectious character. 


Discussion of the results. 
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MAMMITE STAPHYLOCOCCIQUE DE LA BREBIS 
ET VACCINATION LOCALE 


par) J. PILLET, -O) GIRARD, H. DUTHEIL ‘et:'B: ORTA (*). 


(Institut. Pasteur, Annexe de Garches) 


Dans une note précédente concernant l'étude de la prévention 
de la mammite staphylococcique expérimentale de la brebis, nous 
avons rapporté les résultats encourageants obtenus grace a Vuti- 
lisation d’une méthode de vaccination locale [injections pratiquées 
par lintermédiaire du canal du trayon] (1). 

Depuis cette époque nous avons poursuivi notre expérimen- 
tation et avons pu la compléter sur certains points malgré les 
difficultés pratiques de tous ordres qui se présentent lorsque 
Von doit expérimenter sur un animal tel que la brebis en lacta- 
lion. 

Nous rapporterons dans cette note les résultats constatés au 
cours de ces recherches, lesquelles ont porté principalement sur 
la durée de la période de protection, la recherche d’une simplifi- 
cation de la technique par réduction du nombre des injections, 
Vinfluence des injections de rappel et la technique a utiliser pour 
ces injections, la possibilité de remplacer au cours de la série, 
une et méme deux injections effectuées par le canal du trayon 
par des injections intramusculaires, Vinjection de rappel effectuée 
selon cette dernicre technique ayant donné des résultats trés 
satisfaisants. 

En corrélation avec ces recherches menées & Garches sur un 
troupeau expérimental, nous avons procédé a quelques essais 
de vaccination sur différents troupeaux vivant dans les conditions 
naturelles. Les résultats de ces essais sont encore trop peu nom- 
breux pour qu’il soit possible d’en faire état actuellement, mais 
cette expérimentalion a permis d’ores et déja de démontrer la 
possibilité d’utiliser sans inconvénient, en milieu rural et sur des 
séries assez importantes (plus de 1 500 injections pratiquées sans 
incident) cette technique assez particuliére de vaccination. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1959. 

(1) Note déposée sous pli cacheté 4 la séance de la Sociélé Francaise de 
Microbiologie du 5 janvier 1956, et dont la publication a été demandée 
a la séance du 8 janvier 1959. 
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MATERIEL ET TECHNIQUES. 


La composition du vaccin mixte utilisé (anatoxine « et 8 et corps 
microbiens sélectionnés), la technique de vaccination et celle de 
Vinfection expérimentale ont été décrites en détail dans la note 
précédente [4] et nous n’y reviendrons que pour indiquer quelques 
modifications d’importance secondaire apportées 4 la composition 
du vace.n et aux techniques utilisées. 

Ces modifications portent sur les points suivants 

1° Différents essais nous ayant montré qu'une anatoxine 8 
titrant 5 U/em* déterminait chez l’animal une production d’anti- 
corps analogue a celle obtenue avec une anatoxine titrant 
10 U/cm’, le titre de l’anatoxine £8 du vaccin a été ramené a 
5 U/em’, celui de ’anatoxine « étant maintenu a 10 U/em’. 

2° Dans le vaccin utilisé actuellement les corps microbiens de la 
souche 90 ont été remplacés par ceux de la souche 10 qui provient, 
elle aussi, d’un cas de mammite observé chez la brebis. La sou- 
che 90 est en effet celle que nous utilisons lors de Vinfection 
expérimentale et nous avons voulu, en apportant cette modifica- 
lion, éviler qu’intervienne éventuellement dans les expériences un 
effet protecteur spécifique vis a vis de cette souche. 

8° Au cours d’une épidémie survenue l’an dernier 240 brebis ont 
été vaecinées sous couvert d’une quantité de pénicilline deux fois 
ioindre que celle utilisée habituellement (50000 unités au lieu de 
100 000 unités par cm*® de vaccin). Aucun incident n’ayant été 
observé nous considérons que la dose de 50 000 unités/em*® suffit 
a éviter les complications pouvant se produire lors de la vaccina- 
tion, et c’est cette dose que nous utiliserons désormais. 

4° Du point de vue technique, nous préciserons, ce que nous 
avons omis de faire dans la note précédente, qu’aussi bien dans 
le cas de la vaccination que dans celui de Vinfection expérimen- 
tale, les agneaux doivent étre séparés de la mére pendant une 
période de huit heures au moins, ceci pour éviter que les agneaux 
nabsorbent immédiatement le vaccin ou les germes injectés. 


R&ESULTATS. 


Notation adoptée. — Nous avons résumé les résultats obtenus 
dans les différentes expériences en un certain nombre de tableaux 
analogues a celui utilisé dans la note précédente. Dans ces 
tableaux la mention + correspond a une mammite caractérisée, 
allant de Vengorgement massif de la mamelle avec noyaux 
indurés. a lescarre avec sphacéle d’une fraction plus ou moins 
importante de la mamelle, Ilésions qui s’accompagnent trés géné- 
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ralement d’arrét total de la lactation. L’indication + correspond 
« une augmentation légére du volume de la mamelle avec, fré- 
quemment, induration modérée et érythéme. Cette forme qui s’ac- 
compagne en général de troubles de la lactation (lait aqueux, quel- 
quefois présence de pus) évolue rapidement et se termine en cing 
cu sept jours sans séquelles. La mention O signifie absence de 
lésion cliniquement apparente, éventualité qui peut s’accompagner 
ou non de troubles transitoires de la lactation, persistant au plus 
quarante-huit heures. La lettre M indique enfin que l’animal est 
mort quelques jours apres Vinfection d'une staphylococcie géné- 
ralisée. 


Erupe DE LA DUREE DE LA PERIODE DE PROTECTION. = lors de 
la plupart des expériences rapportées dans notre premié ere 
note, linfection expérimentale avait été provoquée quinze jours 
aprés la vacination et, comme nous Jl indiquions alors, une 
des premiéres questions a préciser était celle de la durée pendant 
laquelle Vanimal restait protégé. Trois expériences effectuées 
dans ce but nous ont permis de constater que la durée de cette 
période était relativement courte ainsi que le montrent les résul- 
tats suivants. 


Premiere expérience. — Quatre brebis ont été vaccinées (quatre 
injections de 1 em*® par quarlier, 4 quatre jours dintervalle, par 
Vintermédiaire du canal du trayon) et quatre utilisées comme 
témoins ; lVinfection expérimentale a été provoquée vingt-sept 
jours aprés la fin de la vaccination. 

Résultats (V. tableau 1) 


TaBLrau I. 


4 brebis vaccinées i oT 2 


4 brebis témoins 4 


Deux conclusions peuvent étre tirées de cette expérience : d'une 
part la dose infectante s’est avérée trop forte puisqu’au lieu d’ob- 
tenir des mammites chez les animaux du groupe témoin, on a noté 
la mort de la totalité des animaux de ce groupe ; d’autre part !a 
protection conférée par la vaccination s’avére encore relativement 
satisfaisante puisqu’en comparaison on a observé chez les ani- 
maux vaccinés deux mammites sévéres, une mammite faible et 
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un animal protégé. Les résultats ne sont cependant pas toujours 

aussi favorables, ainsi que le montre l’expérience suivante. 
Deuriéme expérience. — Cing brebis vaccinées (protocole iden- 

lique a l’expérience précédente), cing brebis témoins, infection 

expérimentale vingt-neuf jours aprés la fin de la vaccination. 
Résultats (V. tableau II) : 


Tasieau II. 


5 brebis vaccinées 


5 brebis témoins 


Les résultats constatés au cours de cette expérience sont eu 
effet nettements inférieurs aux précédents, car si on ne constate 
aucun décés chez les animaux vaccinés, alors qu’on en note deux 
chez les témoins, aucun des animaux vaccinés n’a été totalement 
protégé. L’effet favorable de la vaccination semble donc, en réa- 
lité, s’atténuer notablement au bout d’un mois et ceci est confir- 
mé par le fait qu’au cours d’une troisiéme expérience ot l’infec- 
tion expérimentale a été réalisée quarante-huit jours apres la 
Vaccination la production s’est avérée pratiquement nulle. 

Troisiéme erpérience, — Quatre brebis vaccinées (méme proto- 
cole qu’expériences précédentes), quatre brebis témoins, infec- 
tion expérimentale quarante-huit jours aprés la fin de la vaccina- 
tion. 


Résultats (V. tableau TIT) : 


Tapieau III. 


4 brebis vaccinées 


4 brebis témoins 


Ces résultats montrent, en effet, que la vaccination parait étre 
sans influence sur lV infection expérimentale lorsque celle-ci est 
elfectuée quarante-huit jours aprés la fin de la vaccination. 

Un essai unique, concernant l’influence de la quantité de vac- 
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cin injecté, nous a montré toutefois qu’un certain degré de pro- 
tection pouvait encore élre mis en évidence cinquante-quatre jours 
aprés la fin de la vaccination si au cours de celle-ci les quantités 
de vaccin injecté avaient été considérablement augmentées (doses 
triplées), le nombre d’injections restant constant. Les résultats 
de cette expérience ne nous ont cependant pas paru suffisamment 
significatifs pour que nous augmentions systématiquement les 
doses de vaccin administrées au cours de la série et nous avons 
décidé, au moins provisoirement, de nous en tenir au protocole 
habituel lors de nos expériences ultéricures. 

En résumé, ces différentes expériences nous ont montré que. 
si la vaccination en quatre injections par l’intermédiaire du canal 
du trayon détermine un état réfractaire de la mamelle vis-a-vis 
de Vinfection staphylococcique massive, la durée de cet état est 
relativement trés courte (quinze jours a trois semaines). Aprés 
cette période la protection diminue considérablement sans toute- 
fois s’annuler et c’est pourquoi nous nous sommes attachés a 
l’étude des moyens permettant la réapparition de cet état réfrac- 
taire et, en particulier, a l’étude de l’influence des injections de 
rappel. 

Avant d’aborder cette question, nous rapporterons toutefois le 
résultat d’expériences poursuivies simultanément aux précédentes 
et visant & diminuer le nombre d’injections, chacune de celles-c1 
obhgeant a un certain nombre de manoeuvres assez compliquées. 


INFLUENCE DU NOMBRE D' INJECTIONS. — Au cours de cette expé- 
rience, cing brebis ont été vaccinées en trois injections, quatre en 
deux injections et quatre brebis non vaccinées ont été utilisées 
comme témoins. Nous ignorions a cette époque la courte durée 
de la période réfractaire maximum et nous avons é6prouvé les 
animaux vingt-six jours aprés la fin de immunisation. 

Résultats (V. tableau IV) : 


TABLEAU IV. 


5 brebis (3 injections) 


4 brebis témoins 


Ces résultats montrent que les brebis vaccinées en trois injec- 
tions ont résisté a Vinfection d’une facon relativement satisfai- 
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sante, alors que la résistance des brebis vaccinées en deux injec- 
tions apparait trés faible. Il ne nous a pas été possible, faute 
d’animaux, de comparer au cours de cette expérience des séries 
A trois et quatre injections, mais les résultats rapportés dans la 
note précédente nous incitent & penser que la série & quatre injec- 
tions permet d’obtenir des résultats supérieurs, et c’est pourquol, 
au moins provisoirement, nous avons poursuivi nos expériences 
concernant en particulier l’influence du rappel en observant ce 
protocole. 


INFLUENCE DE L’INJECTION DE RAPPEL. — Dans le but d’obtenir 
une prolongation de la période pendant laquelle l’animal parait 
immunisé contre !a mammite staphylococcique expérimentale, 
nous avons étudié les effets d’injections de rappel effectuées 
sclon deux techniques différentes. 


1° Rappel par Vintermédiaire du canal du trayon. — Quatre 
brebis ont été vaccinées selon le protocole habituel, puis ont subi 
une injection de rappel de 1 cm* de vaccin dans chaque quartier 
soixante-deux jours aprés la vaccination. L’infection expérimen- 
tale a été réalisée sept jours aprés le rappel; quatre brebis non 
vaccinées ont été utilisées comme témoins. 


Résultats (V. tableau V) 


TasLeau VY. 


4 brebis (rappel) 


4 brebis témoins 


Ces résultats montrent que, dans une série ot la dose infec- 
tante peut étre considérée comme trop forte, l’injection de rappel 
faite par vore locale donne des résultats trés satisfaisants. 


2° Effets comparés du rappel pratiqué par Vintermédiaire du 
trayon et du rappel par voie intramusculaire. — Quatorze brebis 
ont été vaccinées selon le protocole habituel ; sept d’entre elles 
ont subi un rappel pratiqué en utilisant la technique précédente 
et sept ont recu la méme dose (2 cm* au total) par voie intramus- 
culaire. Le rappel a été effectué trente-neuf jours aprés la vacci- 
nation et V’infection quinze jours aprés le rappel. Six brebis ont 
élé utilisées comme témoins. 
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Résultats ( V. tableau VI). 


Tasieau VI, 


Les résultats de ce tableau mettent en évidence trés clairement 
Vinfluence remarquable d’une seule injection de rappel sur la 
résistance de la brebis 4 la mammite staphvlococcique expérimen- 
tale. Ces résultats montrent, d’autre part, que l’injection de rap- 
pel pratiquée par la voie intramusculaire semble, dans cette expé- 
rience, nettement plus efficace que celle faite par le canal du 
trayon. Il semble que la voile intramusculaire, qui, utilisée seule 
lors de la vaccination donne des résultats insuffisants, permette, 
lorsque la mamelle a été « sensibilisée » par des injections faites 
par le canal du trayon, de rendre a nouveau celle-ci réfractaire 
a Vinfection staphylococcique pendant une durée qui reste a pré- 
ciser. 

Ces faits nous ont amenés a rechercher s’il n’était pas possible 
de simplifier la technique de la vaccination en pratiquant les 
premiéres injections seulement par la voie du trayon et en com- 
plétant la vaccination par des injections intramusculaires, et nous 
donnerons maintenant les résultats de l’expérience effectuée dans 
ce but. 


INFLUENCE DE LA TECHNIQUE DE LA VACCINATION. — Dans cette 
expérience le rythme des injections et les quantités de vaccm 
injecté ont été maintenus constants el seule a varié la vole din- 
troduction de l’antigéne. Cing brebis ont été vaccinées selon le 
protocole habituel (quatre injections par le canal du trayon), 5 ont 
recu les trois premicres injections par le canal du trayon et la 
quatriéme par voie intramusculaire, 5 ont regu les deux premieéres 
injections par le canal du trayon et les deux derniéres par voie 
intramusculaire. L’infection a été effectuée dix-neuf jours apres 
la fin de la vaccination ; 5 brebis non vaccinées ont été utilisées 
comme témoins. 


Résultats (V. tableau VII) : 
Il y a lieu de préciser qu’en ce qui concerne les deux séries 
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TasLeEaAu VII. 


5 brebis (4 inj. trayon) 


5 brebis (3 inj. trayon + I inj. I-M.) 


5 brebis (2 inj. trayon + 2 inj. I-M.) 
5 brebis témoins 


mixtes (intratrayon + intramusculaire), les trois brebis notées + 
ont présenté des signes de mammite trés légers qui ont régressé 
avec une rapidité remarquable, les animaux présentant un état 
parfaitement normal cinq jours aprés l’infection. 

L’étude des résultats de ce tableau montre que la technique a 
quatre injections par le canal du trayon est nettement celle qui 
donne les résultats les plus satisfaisants, mais que le remplace- 
ment de la derniére et méme des deux derniéres injections par une 
ou deux injections intramusculaires ne diminue que partiellement 
la résistance de l’animal a l’infection expérimentale. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Nous avons complété en partie au cours de cette étude nos 
recherches concernant la prévention immunologique de la mam- 
mite staphylococcique expérimentale de la brebis. Nous avions 
montré dans notre premier travail qu’une vaccination locale (par 
Vintermédiaire du canal du trayon) permettail de protéger 1’ani- 
mal contre une infection expérimentale massive lorsque celle-ci 
était provoquée quinze jours a trois semaines aprés la fin de la 
vaccination. Nous avons étudié ici la durée de la période de 
protection, la recherche d’une simplification de la technique par 
réduciion du nombre des injections, l’influence des injections de 
rappel et la technique a utiliser pour ces injections. Nous avons 
recherché enfin si les deux derniéres injections de la série, ou ta 
derniere seulement, pouvaient étre remplacées par des injections 
pratiquées par voie générale. 

Les résultats obtenus ont été les suivants 


1° La durée de la période de protection s’est avérée relative- 
ment trés courte puisque celle-ci est notablement diminuée au 
bout d’un mois et s’est montrée pratiquement nulle dans une expé- 


VACCINATION CONTRE LA MAMMITE DE LA BREBIS 599 


rience oti Pinfection avait été provoquée quarante-huit jours aprés 
la fin de la vaccination. 
2° Le nombre d’injections de la série ne peut descendre au- 


dessous de trois sans que la protection devienne nettement insuf- 
oe 


fi 

° Les troisiéme et quatriéme injection par voie locale peuvent 
étre éventuellement remplacées par des injections faites par voie 
intramusculaire, la protection obtenue dans ces conditions étant 
tcutefois moins bonne qu’aprés la série A quatre injections prati- 
quées par Vintermédiaire du canal du trayon. 

Une seule injection de rappel, faite en particulier par voie 
intramusculaire, au moment ott la protection conférée par la vac- 
cination a notablement diminué, rend a nouveau Vanimal remar- 
quablement résistant vis-a-vis de Vinfection expérimentale. 

L’effieacité du rappel intramusculaire peut s’expliquer en con- 
sidérant que la mamelle « sensibilisée » par les injections locales 
faites lors de la série, réagit électivement lorsque Vanimal est 
soumis ® une nouvelle injection d’antigéne faite par voile géné- 
rale. 

Les résullats de cette expérimentation dans laquelle la protec- 
tion a été recherchée contre une infection provoquée massive, 
permettent de penser que cette méthode de vaccination (série de 
quatre injections par voile locale + une injection de rappel par 
vole générale, un mois aprés la fin de la vaccination) devrait per- 
mettre, systématiquement appliquée, d’abaisser assez considérable- 
ment le nombre des mammites staphylococciques spontanées sur- 
venant chez les brebis vivant dans les conditions naturelles. 


SUMMARY 
STAPHYLOCOCCAL MASTITIS OF SHEEP, AND LOCAL IMMUNIZATION. 


The authors had previously demonstrated that a local immuzi- 
zation (by injection into the duct of the teat) protected animals 
against a massive challenge infection carried out 14 days to 
83 weeks after immunization. They now study the duration of 
this protection, an improvement of the technique, the influence of 
booster injections and the technique of these injections. 

nae results were as follows 

The duration of the protection is very short : significantly 
fee ased after one month, it ceases altogether after 48 “days (one 
SM 

The number of injections should not be inferior to three ; 
cae the protection is insufficient. 
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3. The third and fourth local injections can be replaced by 
intramuscular injections; however, the protecuon is not as 
effective in this case as after four injections into the teat duct. 

4, A single booster injection carried out when immunization is 
significantly decreased, suffices to induce a high resistance to the 
challenge infection, 
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DEUX CAS DE DESEQUILIBRE BIOLOGIQUE 
EN SOLS DU NIGER 


par H. de BARJAC et A. ROCHE (*) 
(avec Ja collaboration technique de B. PINOIR). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Les sols tropicaux posent un probleme trés particulier. Par 
leur origine pédologique, par leur climax, par leur utilisation, 
par l'ensemble de leurs propriétés, ils se distinguent nettement, 
pour la plupart, des sols de nos régions. Leur écologie s’en 
trouve modifiée et les microorganismes ont a agir dans un cadre 
spécial qui leur imprime ses propres constantes. 

Les traitements appliqués a ces sols tropicaux visent trop sou- 
vent le rendement temporaire plut6t que Vaméloration et la 
conservation prolongées. En ces cas, la microbiologic est un 
excellent « signal d’alarme », car elle peut déceler le déséqui- 
libre a son échelle avant que ce dernier n’atteigne l’échelle agro- 
nomique et économique. 

Des divers traitements imposés a ces sols, deux sont ici envi- 
sagés dans leurs conséquences hactériologiques et chimiques : le 
feu de brousse et l’enfouissement de pailles (en riziéres). ‘L’un 
comme l’autre, réalisés sur des terrains d’alluvions, s’avérent 
défavorables. 

ECHANTILLONS ANALYSES. 


Deux sols de méme origine et de méme situation topographique 
ont servi aux analyses. Ce sont des sols alluviaux du Niger, le 
premier de type Dian Perre, le second de type Boi (dénominations 
vernaculaires de sols de bas-fond, fond ou bordure de mares). 

L’échantillon de type Dian Perre, indexé D. P., provient d’une 
zone située a 150 eh au nord du Niger. C’est une zone vierge, 
non cultivée, parcourue par des troupeaux de nomades et ov 
Vherbe est bralée aprés passage des troupeaux. Le prélévement 
a été fait en mai, aprés six ou sept mois de saison séche. 

L’ échantillon de type Boi, indexé B., provient de Ja Station de 
Recherches rizicoles de Kayo, située 4 20 km a V’ouest de Macina. 
Depuis 1942 en riziére permanente, le sol analysé a été soumis 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1958. 


602 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


en 1951 a des essais pérennes d’enfouissement de paille (sans 
compléments minéraux). Le prélévement a été fait en novembre, 
i Vasséchement de la riziére aprés cinq mois de submersion. 


RESULTATS. 


1° Donnies cuimigues. — Azote organique (g p. 100): D. P., 
: : 
0,07 et B., 0,05; carbone organique (g p. 100): D. P. et B., 


JOURS 


9) 

z 

Ont 

<= 

= 

ay 22 De 

BN a eee B 
vy 
Fic. 1. — Ammonification (disparition de la tyrosine). 


0,34; Rapport C/N: D. P., 4,8 et B., 6,8; Humus (g p. 100): 
0,06 et B., 0,05: 


2° DONNEES MICROBIOLOGIQUES. — Microflore totale. —- Nombre 
de germes par gramme de sol (calculé d’aprés les tables de 
McGrady) : D. P., 5500000; B., 1 400 000. 

Algues. — Nombre par gramme de sol (calculé d’aprés les 
tables de McGrady): D. P., 18 000; B., 170. 

Fixateurs d’azote. 

Azotobacter : D. P., dilution limite positive, 10; B., absence. 

Clostridium. — D. P., dilution limite positive 10— (avee 3 tubes 
sur 3); B., dilution limite positive 10—* (avec 1 tube sur 3). 
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JOURS 


_ DP 
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Fie. 2. — Nitrato-réduction (disparition des nitrates). 
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Fic. 3. -— Amylolyse (disparition de Vamidon). 
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Nitrificateurs. — A la fois pour les germes nitreux et nitriques 
D. P. et B., dilution limite positive 10-. 


Ammonificateurs et nitrato-réducteurs. — Les activités respec- 
lives de D. P. et de B. sont représentées dans les figures 1 et 2 
Elles apparaissent plus fortes dans le cas de l’échantillon D. P. 


Amylolytiques. — La figure 3 montre le pouvoir amylolytique 
deiD; Ps et deb: 

Cellulolytiques. 

Aérobies: D.P., dilution limite positive 10-; B., dilution 
limite positive 10— 

Anaérobies : D. P., dilution limite positive 10-°; B., dilution 
limite positive 10—. 

Sulfato-réducteurs : D. P. et B., dilution limite positive 10—~. 

Anaérobies dégradant la méthionine : D. P., absence de germes 
aclifs ; B., dilution limite positive 10—°. 


DISCUSSION. 


I. Les deux sols analysés sont des sols pauvres, déséquilibrés 
chimiquement et biologiquement. Chimiquement d’abord, les 
dosages des éléments essentiels révélent cette pauvreté, comme 
leur jdentité d’origine. Dans les deux cas, le rapport C/N est 
bas, azote est rare et le taux du carbone faible. Tout indique 
une déficience en réserves organiques. Le taux en acides 
humiques, également trés faible, corrobore le mauvais état pédo- 
logique des deux échantillons. 

Biologiquement, |’état des deux échantillons n’est pas meilleur. 
Is abritent peu de germes et Vactivité physiologique générale 
s’en ressent. Toutes les fonctions sont nettement affaiblies, sauf 
la cellulolyse. En dilutions, en effet, elles ne dépassent généra- 
lement pas 10—*. La « vie » de ces deux sols est ralentie et tout 
permet de prédire qu’ils s’engagent sur la voie de la dégradation. 

Il. Si l’on compare les deux sols étudiés, l’échantillon Dian P. 
est plus déséquilibré que l’échantillon Boi. En effet, son rap- 
port C/N est plus bas. Son activité microbiologique, plus élevée 
dans l’ensemble (malgré l’époque du prelevement), ne peut 
cu’ accentuer ultérieurement cette baisse du C/N, s'il n’intervient 
pas de facteur compensateur. Il y a trop peu de maticres orga- 
miques et une trop forte activité cellulolytique pour pouvoir 
arréter, dans les conditions actuelles, le processus de dégradation. 

Les conséquence biologiques néfastes du brilage de la véegé- 
tation naturelle, mieux connu sous le nom de « feu de brousse », 
sont une fois de plus, mise en évidence (Dommergues [4] ; Pochon 
et de Barjac [2]). Ce brtilage découvre Je sol et apporte aux 


Ya 
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germes des éléments minéraux qui les stimulent temporairement. 
Les déjections des troupeaux de passage accentuent cette stimu- 
lation et ensemencent simultanément le sol. Tous ces phénomeénes 
aboutissent a l’épuisement du terrain, corollaire d’activations 
périodiques des phénoménes microbiologiques de dégradation, 
sans apport organique en contre-partie. — 


II. L’échantillon Boi montre un cas inverse de déséquilibre, 
lié cette fois 4 un apport de C organique sans contre-partie miné- 
rale et surtout azotée. L’enfouissement de pailles auquel ce sol 
a été soumis a mis brutalement les germes en face d’une grande 
quantité de carbone. Pour métaboliser ce carbone, les germes 
n'ont d’autre ressource que de prélever leur azote sur le sol : 
Wott le trés faible taux d’azote trouvé a V’analyse chimique. 
Liabsence d’Azotobacter, l activité cellulolytique et amylolytique 
assez Marquée aggravent la portée de ce fait. J] n’y aura possi- 
bihté de gain azoté que par l’intermédiaire d’algues fixatrices, 
notion classique pour les sols de rizi¢res (De [8]; Jensen [4]; 
Okuda et Yamaguchi [5)). 

Les autres fonctions physiologiques dans l’échantillon Boi 
apparaissent ralenties et le nombre total de germes trés faible. 
Ceci est, peut-étre, en rapport avec les cing mois de submersion 
correspondant a Vutilisation du terrain comme riziére. A ce 
propos, il faut noter qu’apparemment aucun caractére de lana- 
lyse microbiologique ne traduit « l’aspect riziére » de |’échan- 
tillon. Ni Vétude des algues, ni d’autres essais effectués simul- 
tanément, tels que la culture de bactéries photosynthétiques et 
la numération en gélose profonde pour anaérobies, n’ont permis 
d’individualiser ce sol en tant que riziére. 

Ce fait paradoxal peut venir de l’époque du prélévement et 
de son analyse ; les deux ayant été effectués non en submersion, 
mais aprés, Les caractéres microbiologiques ont donc eu le temps 
de se modifier. D’autres auteurs ont déja signalé les grandes 
fluctuations de propriétés des sols de rizi¢re suivant le stade du 
régime en eau. Uchiyama et Omikura [6] le notent du point de 
vue chimique et surtout pour le Eh ou la production d’ammo- 
niaque. Chen {7] le note du point de vue microbiologique, ce qui 
est en accord avec cette étude. Done il est probable que l’indi- 
vidualisation biologique du « cas riziére » ne se révéle a Vanalyse 
que dans des conditions tout a fait spéciales. 


R&esuME. 


Analyse de deux sols alluviaux du Niger, présentant la méme 
situation topographique. Le premier est soumis au feu de brousse, 
le second & l’enfouissement de pailles. Trés pauvres en maticres 
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organiques et en humus, ces sols ont un C/N bas, surtout dans 
le cas du premier échantillon. L’activité microbiologique, faible 
dans son ensemble, corrobore leur caractére déséquilibré. Les 
conséquences des traitements précités sont dégagées a la lumiére 
des résultats de l'étude microbiologique. 


SUMMARY 


Two CASES OF BIOLOGICAL DEFICIENCY 
IN SOILS FROM THE NIGER RIVER. 


Analysis of two alluvial soils from the Niger river. The first 
one is treated by bush-fires, the second one by straw-burying. 
These soils contain very little organic substances and humus, 
and have a low C/N ratio (particularly the soils treated by bush- 
fires). Their microbiological activity is low and confirms their 
unbalanced state. 

The consequences of the two treatments are discussed in the 
light of a microbiological investigation. 
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L’ACTION DE PHOSPHATES INSOLUBLES 
SUR LES GROUPES MICROBIENS TELLURIQUES 


par A. ROCHE (*). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Dans une note précédente (Roche [4]) a été signalée « Vactiva- 
tion globale » provoquée par l’addition au sol de phosphates 
naturels insolubles. Dégagement de CO, et nombre total de 
germes témoignent en faveur de cette activation. 

Quelle est la répartition de ce phénomeéne parmi les groupes 
fonctionnels telluriques ? Autrement dit, passant du général au 
particulier, la stimulation microbiologique, relevée a l’échelle de 
la micropopulalion dans son ensemble, porte-t-elle sur tous les 
groupes constituant cette micropopulation ou sur quelques-uns 
seulement ? La question est d’importance car, qui dit « activa- 
tion » dit « utilisation » et il est intéressant de connaitre le type 
de germes capables d’utiliser les phosphates naturels. 

Parmi les diverses terres soumises préalablement 4 une analyse 
globale, et carencées en P, i] a été choisi pour cette étude une 
terre & pH voisin de Ja neutralité (pH = 6,9), ceci afin d’éviter 
la solubilisation des phosphates naturels par la seule acidité 
ambuante. 

Cinq phosphates d’origine et composition diverses ont été mis 
4 Iressar. Nous les nommons : PA, PB, PC, PoD) et PD, @). 


TECHNIQUES. 


Aprés mélange avec la terre choisie, 4 raison de 0,5 g de phos- 
phate pour 100 g de terre, et humidification, le tout a été mis 
en incubation A l’étuve a 28°C pendant quarante-cinq jours. 
Apres ce délai, l'étude systématique de Vactivité des groupes 
physiologiques a été entreprise. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1958. 

(1) Ces phosphates sont tous des phosphates naturels insolubles, 
de provenances diverses : Afrique du Nord, Floride, Kola, renfermant 
des teneurs en P,O, variant de 26 4 38 p. 100. 


608 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Parallélement, nous avons étudié deux sortes de témoims : l'un, 
constitué par la méme terre, humidifiée sans phosphate et incubée 
dans les mémes conditions ; l'autre, constitué par la méme terre 
mais séche, ni humidifiéé ni incubée. 

Toutes les techniques employées ont consisté en l’ensemence- 
ment de milieux liquides avec des dilutions de sol, d’aprés le 
manuel de Pochon et coll. [2]. Deux méthodes nouvelles ont en 
outre élé employées, lune pour l'étude de Ja fixation d’azote 
anaérobie et aérobie (Augier [8]) et lautre pour celle de la cellu- 
lolyse (de Barjac [4)). 

Les groupes étudiés sont les suivants : 

Pour le cycle de l’azote : fixateurs. d’azote aérobies (Azoto- 
bacter) ct fixateurs anaérobies (Clostridium) ; ammonificateurs ; 
nitrificateurs et dénitrificateurs. 

Pour le cycle du carbone : cellulolytiques aérobies, celluloly- 
liques anaérobies et amylolytiques. 

Pour le cycle du soufre : sulfato-réducteurs. 


REsuLTATs. 
1° Cycle DE L’AZOTE. 
a) Fixateurs aérobies : Azotobacter. 


Nombre de germes par gramme de terre (d’aprés les tables de 
McGrady) : 


Nerres -sechei tenn Onis ies = er ae ee 160 
Lorre sineulbee esa seebue oeeeeoe eree 50 000 
Terre, Incwbee avece Palme ee tee rere 360 000 
Terre: -incubée™s ch Bo... see eee eee 360 000 
Jerre incubéeset. = PAG) Rie teen errno 360 000 
Terre incubée + P D. de WASe Peg ie Pees meen 360 000 
Terre incubée.-+-fy “PEDA ace eee 360 000 


b) Fixateurs anaérobies : Clostridium. 


AUN eer ae ATEN  HOACAYONN DIS Cais moti Abo. oes akes Sa Oat 190 
Terre dancubéessansy 2 soy oe ee eee 900 
Verre AncubDée. cei PeAn less eee hea eee Pe 5 000 
Terre. incubée --*, PL Bo ea. See ns eee eee 900 
Terre qincubée. 45, 9 eP-Gas aye ee ee 5 000 
Terre incubée + P DRE acetate een 500 
Terre ‘imeubée © PDs ane ice w sine sae en eee 500 


c) Ammonificateurs. 


L’activité ammonifiante de la terre traitée des trois manieres 
différentes est représentée dans la figure 1. 


ACTION DES PHOSPHATES DANS LE SOL 


d) Nitrificateurs. 


Germes nitreux : Nit? 


“osomonas., 


Nombre de germes par gramme de sol : 


Mernee SOChemtemolma ven eee sas ares eae 
NGO” MNCS “Gate ID sl yeeeoccancec de ehensce 
Tennent Cub Cea. Py IDeA 2 eo ee aaa nen 
erhemsincuibcege. i. © ExBmoantyrcec some ae 
Verresimcubcee pe RiGe saci eae an cee ee 
Terre incubée + LL Morin a re ree tee 
Terre incubée + PD, Be 1 Sa Se enn eee A 
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Fic. 1. 
Germes nitriques : Nitrobacter. 
‘ene exe Weiner) YaeWhasoasheanodgoeesuncns 190 
Uisnertes Savoutecve: cewace 12 5 eee ao hie conus eclopmme oF 500 
Merrem CUE CGar ets | Mies Aten’ vee freica vinnie sores 5 000 
Alerene. abeveuibagre, o> GPS ec e seen mioma didi o-coi 900 
MerrewmnN GU Gey i pe Pi One re gover oe euan eS Bewrsnnieyer onattere 1 900 
Terre imeubée «°° PDy scenes ca nnat es nnyes 500 
GHeO. thaver ye eS IPD Rs ee aceon onen con 900 


e) Dénitrificateurs. 


L’activité dénitrifiante des échantillons de terre est représentée 


par la figure 2. 


Annales de l'Institut Pasteur, 96, n° 5, 1959. 
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2° CYCLE DU CARBONF. 
a) Cellulolytiques aérobies. 
Nombre de germes par gramme de terre (d’aprés les tables de 


McGrady) : 


‘Terre, seches temo aa eee Ont eer: 19 000 
Terre. Incubcessansy Ly sane eee eee ree 190 000 
Terre. incubée. ~490 (PA ne con soc eee 900 000 
Terre incubéem 4 “RUBIA see oe eee eee 900 000 
Terre incubée = 42° “Rie Sean eee 3 000 000 
Terre incubée™ = P Dy fine ee ba genre eee 190 000 
Terre incubée 4 PD, tic sh och vanes 900 000 


DILUTIONS 


RiGee 


b) Cellulolytiques anaérobies. 
Nombre de germes par gramme de sol : 


Merve“ SeChOelCMOlNe «icons oes aoe oe ee 9 000 
Uerre=ancuibéer samnsi bance nce eee 500 000 
Merce ancubee, 2 aPaA eee ear ene ree 9 000 000 
Merreincubée.” =~ JPsBias ee a cr eee ee ae 1 900 000 
Werre-incubées 4-2 Pitre eee 4 000 000 
Terre incubée + £P DE > 2 neice seers eee yee 9 000 000 
‘Terre vinoulbée = <8 PDE Porc ane eee 500 000 


c) Amylolytiques. 
La figure 3 donne l’activité amylolytique des échantillons de 
la terre en expérience. 
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3° CYCLE DU SOUFRE. 
Sulfato-réducteurs. 


Nombre de germes par gramme de sol : 


dernes SOC Ee TCINOIine sateen oe tate. cee ae ee 0 
Herrewineubee ysan'sab 9 se eee Cee ee 45 
Merre:ineubGengctia DA. aire) ioe i | ea 450 
(RernemnCUbCeM Bub Bins J98 ok ack cacao 2 500 
Mernessiticubees fey DiC: orcad ceoraon chard iene ae 450 
Acree oven ovctey | mee HED T | ena aoe eee, Scere 450 
Mernessimcubee eee WaT). ices cies yy sae anit 250 


DILUTIONS 


-6 


-7 


10-8 


DISCUSSION. 


L’incubation en présence de phosphates naturels donne les 
résultats caractéristiques suivants : 


1° CycLte pe L’azorE. — Pour les fixateurs d’azote aérobies, 
nous assistons a une prolifération importante d’Azotobacter en 
présence de phosphates, et cette augmentation est indépendante 
de la nature du phosphate ajouté, puisque pour tous les phos- 
phates nous avons des résultats positifs aux dilutions 10—* contre 
10— pour le témoin non incubé et 10-* pour le témoin incubé 
saric B.. 
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De nombreux auteurs ont souligné l’importance du phosphore 
pour le développement des Azotobacter, mais il s’agissait de 
formes solubles de phosphate (Michoustine {5]). Ce travail permet 
d’affirmer que les formes insolubles de phosphate favorisent elles 
aussi le développement de ces germes. 

Pour les fizateurs anaérobies, nous pouvons constater que seuls 
certains phosphates favorisent leur développement, alors que 
d’autres paraissent sans action. Il semble, toutefois, que l’apport 
de phosphates naturels a des terres carencées en P agit en favo- 
risant largement le développement des Azotobacter et faiblement 
celui des Clostridium. 

Quant aux ammonificateurs, leur activité n’apparait pas modi- 
fiée par l’addition de phosphates, comme le montre la figure 1. 
Le pouvoir ammonifiant est sensiblement égal pour tous les échan- 
lillons étudiés, quel que soit le traitement. 

Pour les nitrificateurs, nous avons distingué d’abord les germes 
nitreux : Nitrosomonas, puis les germes nitriques : Nitrobacter. 
Nous pouvons conclure des résultats obtenus que la nitritation 
est favorisée par lapport de phosphates naturels et que les phos- 
phates provoquent une activation plus ou moins sensible selon 
leur nature. Quant a la nitratation, elle est également favorisée 
par l’addition de phosphates naturels et les phosphates les plus 
intéressants par leur action sont les mémes que ceux déterminant 
la prolifération des bactéries nitreuses. 

Pour terminer ce cycle de l’azote, l’étude du pouvoir dénitri- 
fiant en fonction du temps et des dilutions (fig. 2) montre une 
activité microbiologique plus rapide et plus importante en pré- 
sence de phosphates, mais tous les phosphates, sauf un, paraissent 
avoir la méme action sur l’activité dénitrifiante de la terre. 


2° CYCLE DU CARBONE, — Parmi les cellulolytiques, nous avons 
distingué les germes aérobies et les germes anaérobies. La cellu- 
lolyse est nettement favorisée dans le cas de terre additionnée 
de phosphates. Sous l’influence de ceux-ci les germes celluloly- 
tiques sont stimulés et cette activation a lieu en présence de tous 
les phosphates, mais varie selon leur nature. Les mémes résultats 
sont obtenus avec la cellulolyse anaérobie, qui est largement favo- 
risée par Je traitement phosphaté, mais ici encore des différences 
d’action sont 4 noter d’aprés la nature des phosphates. 

L’étude du pouvoir amylolylique montre l’effet favorisant du 
phosphate sur la microflore en cause. En présence de phosphate, 
les germes amylolytiques ont une action plus continue et plus 
rapide. L’amylolyse dépend également de la nature du phosphate. 
C’est ainsi que deux phosphates sur cing apparaissent comme 
étant les plus favorables au développement de la microflore amy- 
lolytique ; il s’agit des phosphates P B et surtout PC. 
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3° CycLe pu sourre. — Le dernier cycle étudié, le cycle du 
soufre, montre que l’apport de phosphate favorise le développe- 
ment des sulfato-réducteurs. Il semble y avoir germination des 
spores et passage des Sporovibrio desulfuricans de \’état de vie 
ralentie a l’état de vie active. 


R&ésuME. 


Etude sur l’effet biologique de l’addition de divers phosphates 
naturels insolubles a une terre P-carencée. La réponse des divers 
groupes fonctionnels confirme celle de la microflore totale (donnée 
par son nombre et son activité respiratoire). 

De nombreux groupes physioclogiques sont stimulés par l’apport 
de phosphate : ainsi les fixateurs d’azote, les nitrificateurs, les 
dénitrificateurs, les cellulolytiques, les amylolytiques, les sulfato- 
réducteurs. La quasi généralité de la réponse est donc établie, 
ce qui est en accord avec la nécessité vitale du phosphore, mais 
son amplitude varie suivant la nature des phosphates. 

L’utilisation microbiologique de phosphates naturels insolubles 
s’avere étre Je fait de microbes du sol. Nous comptons apporter 
dans des notes ultérieures a la fois des preuves de cette utili- 
sation et des éclaircissements sur la nature des micro-organismes 
responsables. 


SUMMARY 


ACTIVITY OF INSOLUBLE PHOSPHATES ON MICROBIAL 
TELLURIC GROUPS. 


The author studies the biological effect of various natural inso- 
luble phosphates when added to a P-deficient soil. 

The reaction of the different microbial groups confirms that 
of the total microflora (expressed by its number and its respira- 
tory activity). 

Many physiological groups are stimulated by addition of phos- 
phate : N-fixing, nitrifying, denitrifying, cellulolytic, amylolytic, 
sulfate-reducing germs. 

This reaction is then almost general, which is in accordance 
with the vital necessity of phosphorus, but its range varies accor- 
ding to the nature of the phosphates. 
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(avec la collaboration technique de Georges BRAULT). 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages) 


INTRODUCTION. 


Récemment, Fredericq, Betz-Bareau et Nicolle [4] ont recherché 
et identifié la propriété colicmogéne parmi quelques lysotypes 
WE. coli pathogénes pour les See et appartenant aux 
eroupes sérologiques O111 : B4, : Bd et O26 : B6. Nous avons 
repris cette étude sur un cant aleve de souches en l|’étendant 
a l’ensemble des lysotypes définis selon la méthode mise au point 
par Nicolle et ses collaborateurs [2, 3]. Nos principaux résultats 
ont 6t6 exposés dans une note préliminaire [4]; nous donnons ici 
le détail de nos expériences. 


MATERIEL ET METHODES. 


a) Souches employées. — Notre étude a porté, pour la recherche 
et Videntification du pouvoir colicinogéne, sur 797 cultures appar- 
tenant aux sérotypes O111 : B4, 055 : BS et 026 : BG, qui ont été 
choisies parmi !a collection du Service des Bactériophages de telle 
maniére que tous les lysotypes actuellement individualisés, méme 
les plus rares, fussent représentés par de nombreux exemplaires 
cd’ origine eéographique aussi variée que possible. Du fait de ce 
choix, les proportions de cultures colicinogénes et des diverses 
colicines que nous donnons plus loin, ne correspondent pas a leur 
distribution réelle dans ces trois groupes sérologiques. 


(*) Manuscrit recu le 19 décembre 1958. 


POUVOIR COLICINOGENE D’E. COLI 615 


Nous avons examiné également 51 souches d’origines diverses 
appartenant au sérotype 0119 : B14, 7 souches 0127 : B8 isolées 
d'une épidémie de G. E. I. survenue a Los Angeles et une souche 
appartenant au nouveau sérotype O136 : K78 (B 322) isolée au Japon 
des selles de jeunes enfants (3 a 5 ae) atteints de dysenterie (1). 


Afin de rechercher la valeur épidémiologique de celle épreuve, 
nous avons étudié spécialement 141 nouvelles souches d’origine 
allemande provenant de 40 foyers épidémiques bien définis ainsi 
que quelques souches isolées & l'Institut Pasteur de Lyon (2). 

Nous devons signaler que le pouvoir colicinogéne des souches 
disparait souvent au cours de leur conservation in vitro. Il importe 
done dulihser pour cette étude des cultures récemment isolées ou 
conservées dans de bonnes conditions (sur milieu de Dorset a 
+ 4° © ou par lyophilisation) pour que les résultats puissent étre 
convenablement interprétés. 


b) Muieux employés. — Le milieu que nous avons utilisé pour 
la recherche du pouvoir colicinogéne et Videntification des coli- 
cines possédait la composition suivante 


Eau peptonée Vaillant 5B a 3 p. 100 (obtenue 


pan cdisestionm baypsiquie) re. peers iso ert 25 cm? 
Bouillon ype par digestion pepsique..... Oy cm 
Gélose : Q. s. pour une concentration de...... 1,5 p. 100 
Ole Me 1GNGY Lit cemem reins ne comer Cac ace Hee eCae Cn 7,4 


Ce milieu gélosé est favorable a Vélaboration de toutes les coli- 
cines connues. 

Les différentes cultures en milieu liquide ont été réalisées en 
eau peptonée U. C. L. A. F. a 3 pour 100. 


c) Recherche du pouvoir colicinogéne. — Nous avons ense- 
mencé sur plaque de gélose nutritive une goutte de chaque cul- 
ture dE. coli pathogéne. 

Aprés quarante-huit heures d’étuve a 37° C se sont développées 
des cultures en disques d’environ | cm a 1,5 cm de diamétre. 
Nous !es avons stérilisées par les vapeurs de chloroforme. Nous 
avons alors déposé une goutte d’une dilution & 1/400 d’une cul- 
ture sensible (souche K128 @E. coli) sur le bord de chaque culture 


(1) Nous remercions les Drs J. J. Quilligan et R. Sakazaki qui ont eu 
Vobligeance de nous faire parvenir ces souches appartenant & divers 
sérotypes rares. 

(2) Les souches allemandes avient été adressées au Dt P. Nicolle par 
le D" Chemnitz de Kiel et le D™ A. H. Rische de Wernigerode, et les 
souches lyonnaises par le Professeur P. Monnet. 
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stérilisée, de telle maniére que la culture du germe sensible puisse 
chevaucher partiellement la culture du germe dont on recherche te 
pouvoir colicinogéne. 

Apres vingt-quatre heures d’étuve, I’élaboration d’une colicine 
se traduit soit simplement par une inhibition de la culture sen- 
sible A la surface de la culture colicinogéne, soit par une inhibi- 
tion 4 Ja surface de la culture colicinogéne et 4 son pourtour. Pour 
certaines colicines trés diffusibles, il ne se forme méme aucune 
culture de la souche sensible. 

En cas de réaction négative, la goutie de K125 se développe au 
contact de la culture tuée et méme a la surface de celle-ci. 

Cette méthode dite « de contact » permet de déceler des concen- 
trations trés faibles de colicine. 


d) Identification des colicines. —- Nous avons identifié les coli- 
cines élaborées en nous basant principalement sur la’ spécificité 
des mutants résistants aux diverses colicines rencontrées parm 
les cultures appartenant aux différents lysotypes [5]. 

Fredericq [6] a montré, en effet, que les colonies qui appa- 
raissent dans les zones d’inhibition provoquées par les colicines 
sont héréditairement résistantes a celles-ci; le méme auteur a 
constalé, d’autre part, qu’une souche rendue résistante a une coli- 
cine ne perd pas en bloe sa sensibilité aux autres colicines, mais 
uniquement la sensibilité & la colicine qui a permis de l’obtenir : 
la souche considérée a perdu uniquement le récepteur de fixation 
correspondant a la colicine considérée, tout en conservant intacts 
les récepteurs qui conditionnent la sensibilité aux autres colicines. 
Pour identifier une colicine élaborée par une souche déterminée, 
il suffit d’employer une des deux méthodes suivantes : 


Premtere méthode. — Cette méthode est utilisable avec les 
souches unicolicinogénes et multicolicinogénes. On préléve des 
mutants dF. coli X12 résistants 4 la colicine ou aux colicines de 
la souche examinée, puis on fait agir sur ces mutants 17 colicines 
types connues. Si toutes les colicines types agissent sur un de ces 
mutants sauf les colicines types E et I, par exemple, nous disons 
que la souche dE. coli de gastro- entérite infanti le(G..E- 1.), qui 
a sélectionné ce mutant, élabore les colicines E + I. 


Deuxiéme méthode. — Cette méthode vaut pour les souches uni- 
colicinogénes seulement. On fait agir la souche étudiée sur les 
divers mutants résistants d’E. coli K12 sélectionnés par les diffe- 
rentes colicines types connues. Si la souche étudiée inhibe tous 
les mutants employés sauf celui qui a été sélectionné par la coli- 
cine B, par exemple, nous dirons que la souche examinée élabore 
la colicine B, Vactivité de cette souche et celle de la souche type 
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de la colicine B dépendant de la présence du méme récepteur spé- 
cifique A la surface de la bactérie. 

Pour Videntification des colicines, nous avons commencé notre 
étude en isolant un grand nombre de mutants résistants aux coli- 
cines élaborées par les différents lysotypes d’E. coli de G.E. L., 
puls nous avons recherché la sensibilité de ces mutants aux 
17 colicines types (emploi de la premiére méthode). Comme nous 
disposions d’un nombre considérable de mutants de spécificité 
connue, nous avons poursuivi nolre étude en faisant agir sur ces 
mutants spécifiques les nombreuses souches antibiotiques qui nous 
restaient & examiner (emploi de Ja deuxiéme méthode). 


Oblention de mutants résistants spécifiques de certaines coli- 
cines. — Les souches de chaque lysotype ont été cultivées sous 
forme de colonies isolées dans l’épaisseur d’une plaque de gélose 
nutritive en employant la technique de Gratia et coll. [7], dont 
nous rappellerons briévement les différentes phases : on étale une 
dilution appropriée de la culture sur une plaque de gélose nutri- 
tive ; pour obtenir un élalement uniforme, il convient de mélanger 
1 cm’ de cette dilution 4 1 cm® de gélose fondue ramenée a 45° C 
et d’étaler ce mélange a la surface d’une plaque de gélose. Aprés 
que cette couche de gélose s’est solidifiée a la température du 
laboratoire, les boites de gélose sont maintenues a + 4° C pen- 
dant une heure. On coule alors sur la plaque de gélose une troi- 
sieéme couche de 10 cm* de gélose nutritive et on porte les boites 
& |’étuve a 37° C pendant quarante-huit heures. La culture ense- 
mencée se développe sous forme de colonies bien isolées, empri- 
sonnées entre la couche profonde et la couche superficielle gélo- 
sées ; la surface de la troisiéme couche reste généralement stérile. 
si ’on prend soin de refroidir les boites 4 + 4° C comme nous le 
préconisons. On ensemence alors a la surface de cette troisiéme 
couche, une dilution convenable de la culture sensible K12S. Le 
lendemain, on constate l’apparition de zones circulaires d’inhi- 
bition de la culture sensible centrées par une colonie sous-jacente 
et provoquées par la diffusion de la colicine élaborée par cette 
colonie dans la couche supérieure. Ces zones d’inhibition ren- 
ferment généralement un certain nombre de colonies K12S résis- 
tantes 4 la colicine considérée. 

Au début de cette étude, nous avions ainsi prélevé 50 colonies 
résistantes sélectionnées par des souches appartenant a différents 
types : Sévres, Tourcoing, Bretonneau, Béthune, Birmingham, ete. 
Parmi les diverses cultures, nous avons prélevé nos colonies résis- 
lantes A partir de zones d’inhibition de morphologie aussi variée 
que possible de maniére a obtenir, pour chaque lysotype, un nom- 
bre de mutants représentant les divers états colicinogénes. Nous 
avons alors recherché la spécifité de ces mutants. 
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Recherche de la spécificité des différents mutants. — Dans ce 
dessein, nous avons fait agir, sur les cultures de chaque mutant, 
les 17 colicines types connues en utilisant la technique dite de 
« contact » précédemment décrile. Cette identification nous a per- 
mis de constater qu’un certain nombre de mutants résistants pos- 
sédaient une spécificité identique et faisaient, par conséquent, dou- 
ble emploi; pour nos identifications ultérieures, nous nous som- 
mes borné a rechercher le spectre d’activité des souches G. E. I. 
sur les 8 mutants spécifiques suivants 

Mutant n° | : résistant aux colicines du groupe E. 
Mutant n° 2 : résistant aux colicines V + I. 

Mutant n® 3 : résistant aux colicines G + H. 

Mutant n° 4 : résistant aux coliaines E + V ‘+ I. 
Mutant n° 5 : résistant a la colicine B. 

Mutant n° 6: iia aux colicines EK + B. 

Mutant n° ésistant aux colicines G + H + V + I. 


NIP oF wt 


> 


A ces 7 mutants, nous avons ajouté un mutant résistant 4 la 
colicine V obtenu 4 aide de la souche type, afin de pouvoir iden- 
lifier éventuellement cette colicine. 

Le tableau I résume les différentes images de sensibilité que 
nous avons observées en éprouvant les diverses souches de G. E. I. 
sur les 8 mutants considérés. 


TasLeau I. 


Mutants de la souche K1i2 spécifiques 
des colicines 


Colicines élaborées 
par les souches de 
G.B.I. E+V+I G+H+V+I 


+ = action positive des colicines produites par les cultures d’E. coli de G. E.T 
O = pas d’action de ces colicines. 


Nbre de 


Colicine 


Lysotypes souches 


Sérotypes 
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Tastrau U. — Nombre de souches produisant les colicines. 
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Parmi les souches étudiées figurent 424 souches appartenant au sérotype O11] : BA 
dont les lysotypes : Sévres ubiquitaire (105 souches), Sevres variété lyonnaise (66), 
Tourcoing (178), Bretonneau (75) ; 275 souches appartiennent au sérotype O50: BD 
dont les lysotypes : Lomme (117), Londres (32), Béthune (71), St. Christopher (20), 
Weiler (25), Jérusalem (7), Finlande (3) ; 98 souches appartiennent au sérotype 
026 : B6 dont les lysotypes : Birmingham (56), et Warwick (42); 51 souches appar- 
tiennent au sérotype O119:BI4, 7 souches au sérotype 0127: BS et 1 souche au 
sérotype 0136 : K78 (B22). 
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Comme nous ne disposions pas de mutants spécifiques de le 
colicine I, mais seulement de mutants spécifiques du complexe 
V +I, nous avons différencié la colicine I de la colicine V par 
leur différence de sens:bilité aux protéases microbiennes selon la 
méthode décrite par Fredericq [6]. De méme nous avons diffé- 
rencié la colicine G des colicines H et G + H en nous servant de 
la propriété que présente la colicine H d’inhiber les cultures de 
Proteus, notamment la souche OX19 [6]. 

La recherche du sous-tvpe E1 ou E2 des colic:nes appartenant 
au groupe Ea été réalisée par la sérologie de ces colicines (8] 
et par l’immunité spécifique des cultures d’E. coli K12 rendues 
colicinogénes par transfert des déterminants correspondant a ces 
deux types de colicines (Fredericq, communication personnelle). 

La distribution des diverses colicines exprimée en nombre absolu 
de souches et en pourcentage du nombre de cultures apparte- 
nant A chaque lysotype (chiffre entre parenthése) est résumée dans 
le tableau II. 


R&SULTATS. 


L’examen du tableau II montre que : 


1° Les colicines produites par les FE. coli pathogénes pour le 
nourrisson ne sont pas trés variées. Nous n’avons rencontré, en 
effet, que les 4 colicines I, E, B, G, seules ou associées entre 
elles. Or, Fredericq [6] a signalé jusqu’aé présent, l’existence de 
17 colicines différentes parmi les Entérobactériacées. 

2° Les souches d’un méme lysotype peuvent étre généralement 
colicinogénes ou non colicinogénes. Seules, les souches des types 
Lomme, Londres et Jérusalem semblent faire exception a cette 
régle. En effet, aucune ne s’est montrée colicinogéne. Cependant, 
le nombre de souches étudi¢es ne nous parait pas suffisant pour 
nous prononcer définitivement sur l’absence de pouvoir colicino- 
géne parmi les cultures de ces deux derniers lysotypes. 


3° La colicine I prédomine parmi les colicines rencontrées. Dans 
le lot des 231 souches colicinogénes que nous avons décelées, la 
colicine I a été rencontrée 143 fois (61,47 p. 100 du nombre de 
souches antibioliques), soit qu'elle ait été élaborée seule, soit 
Wee ait fait partic de complexes antibiotiques tels que E + I, 
+d: 


Il est curieux de constater que la colicine G n’a été identifiée 
que parmi les cultures du type Bretonneau, maleré |’étendue de 
nos recherches. Cette colicine est élaborée seule ou associée & 
la colicine I, 


5° Certains lysotypes (Tourcoing, Bretonneau, Weiler) sont 
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fréquemment colicinogénes ; d'autres (Sévres ubiquitaire, War- 
wick) le sont plus rarement ; enfin, les lysotypes Lomme, Londres 
et Jérusalem n’ont pas été trouvés colicinogénes, jusqu’a présent. 

6° Certains lysotypes (Sévres ubiquitaire, Bretonneau, Weiler) 
se trouvent dans 5, 6, ou 7 états col:cinogénes différents ; d’au- 
tres (St. Christopher, Sevres variété lyonnaise, Béthune) ne pré- 
sentent que deux ou trois états colicinogénes. 


IMPORTANCE EPIDEMIOLOGIOUE. 


Fredericq, Betz-Bareau et Nicolle [4] ont cherché a apprécier 
Pintérét épidémiologique de la détermination de l’état colicino- 
géne. Ils concluent d’aprés leurs résultats qu’ « il existe une cer- 
taine systématisation des types sérologiques et leurs différents 
lysotypes avec le type de colicine produite, mais que le nombre 
de foyers étudié n’est pas suffisant pour en tirer des conclusions. 
définitives ». 

Nous avons poursuivi ici l'étude de état colicinogéne de nom- 
breuses cullures d’E. coli des G. E. 1. provenant d’un nombre 
élevé de foyers. Nos résultats montrent que 

1° En épidémiologie générale Vétat colicinogéne est étroitement 
lié a Vorigine géographique de certains lysotypes. 

a) Ainsi, les souches appartenant au lysotype Sévres provenant 
du Nord de la France sont souvent colicinogénes, tandis que les 
souches du méme lysotype originaires des autres régions le sont 
rarement. Signalons, en outre, que les souches de la région de 
Itiel, généralement non colicinogénes, élaborent le complexe E + [ 
lorsqu’elles sont antibiotiques. 


b) Les souches appartenant au lysotype Tourcoing, isolées dans 
ie Nord de notre pays élaborent la colicine El ; celles qui ont été 
isolées dans les régions lyonnaise et clermontoise produisant la 
colicine [; au contraire, les souches originaires de Grenoble ne 
sont généralement pas colicinogénes. Parmi les souches appar- 
tenant aux lysotypes Tourcoing originaires d’Allemagne, celles 
provenant de la région de Berlin élaborent la colicine I, alors 
que celles isolées dans la région de Wernigerode-Harz produisent 
le complexe E + J rarement rencontré en France. 

c) Les souches originaires de France, de Belgique, d’Israél, 
appartenant au lysotype Béthune, sont généralement non colici- 
nogénes. Cependant, les souches appartenant a ce lysolype pro- 
venant de certaines régions d’Allemagne sont colicinogénes : les 
souches de la région de Berlin élaborent souvent I, rarement B, 
les souches de Wernigerode-Harz élaborent la colicine B et la 
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colicine E, ce qui constilue une exception, les souches colicino- 
genes du lysotype Béthune produisant habituellement la colicine I 
ou B. 


2° En épidémiologie locale, nous avons pu constater que toutes 
les souches provenant du méme malade ou d’un méme foyer épi- 
démique se trouvent dans le méme état colicinogéne, caractérisé 
soit par absence du pouvoir colicinogéne, soit par l’élaboration 
d’une ou de deux colicines déterminées. 


a) Souches provenant d’un méme malade. Nous avons examiné 
129 souches provenant de 48 malades différents ; plusieurs souches 
ont été isolées, pour le méme malade, soit de sources différentes 
(feces, urine, etc.), soit & la méme source, mais pendant plusieurs 
jours successifs. Elles appartenaient aux lysotypes Sévres, Bre- 
tonneau, Styrie, Weiler et provenaient de France ou d’ Allemagne. 

A de rares exceptions prés (dues probablement 4 une modifi- 
cation des souches causée par la conservation in vitro) les cul- 
tures provenant d’un méme malade se trouvaient dans le méme 
état colicinogéne (absence de pouvoir colicinogéne ; élaboration 
du complexe E + [; élaboration d’une colicine différente de E, 
I, E + I, B ou G et non encore identifiée chez un malade héber- 
geant une souche appartenant au lysotype Bretonneau ; élabora- 
tion de la colicine E par certaines souches qui, apres passage au 
cobaye, conservent le méme état colicinogéne, etc.). 

Ces résultats préliminaires encourageants nous ont conduit 
a élendre notre étude a des souches provenant de divers foyers 
épidémiques. 


b) Souches provenant de foyers épidémiques. — Parmi les 
foyers épidémiques francais, nous pouvons citer les quelques 
exemples suivants 

1° Au cours d’une épidémie de gastro-entérite infantile dans un 
hdpital lyonnais survenue pendant le mois de juin 1956, toutes 
les souches appartenaient au lysotype Sevres variété Lyonnaise. 
La recherche du pouvoir colicinogéne ainsi que Videntification ulté- 
rieure des cclicines Glaborées par ces germes ont permis de cons- 
tater que Jes souches provenant des différentes salles de Vhépital 
présentaient des états colicinogénes différents : toutes les souches 
provenant de la salle Rabot étaient dénuées de pouvoir colicino- 
géne tandis que les souches originaires des salles Mouisset, 
Secours et Colrat étaient colicinogénes. Cependant, si les cul- 
tures isolées dans les salles Mouisset et Colrat élaboraient la coli- 
cine I, les cultures provenant de la salle Secours produisaient, soit 
la colicine E, soit la colicine I. Ainsi, au cours d’une méme 
période, les bactéries appartenant au méme lysotype présentaient 
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trois états colicinogénes différents, ce qui indique probablement 
trois sources dinfection distinctes. 


2° Parmi Jes foyers épidémiques allemands, nous avons étudié 
141 souches nouvelles provenant de 40 foyers de la région de 
Rret hs Chemnitz) et de la région de W ernigerode- Harz (D* Ris- 

che), Les envois de souches s’accompagnaient de renseigne- 
ments épidémiologiques trés précis, notamment la date des isole- 
ments successifs, le nom de la salle de (hdpital, voire méme la 
topographie détaillée des eux. C’est au moyen d’un tel matériel 
que nous avons pu éprouver sérieusement la valeur épidémiolo- 
eique de la recherche et Videntification des  colicines. 

C’est aimsi que toutes les souches isolées de la fin de septembre 
au mois de novembre 1953, dans les salles Stat C, A I et A III, 
A Il, A IV, B2 de Vhopital de Kiel appartenaient au type Béthune 
el étaient dépourvues de la colicinogénése. Cette constation sem- 
ble indiquer quil s’agit d’une méme bacille responsable et que 
l’épidémie commencée dans la salle Stat C le 24 septembre 1953 
a pu se propager ensuite dans salle A I (premier isolement le 
5 octobre 1953) pour atteindre la salle A III le 12 octobre 1958, 
enfin les salles A II, A [TV et B2 au mois de novembre 1953. 

Les 4 souches du tvpe Bretonneau isolées en novembre 1953 
dans la salle B2 n’étaient pas colicinogénes. 

Toutes les souches isolées dans la salle B2 du 14 octobre ay 
21 octobre 1953 et appartenant au lysotype Sevres (+ 50) élabo- 
raient les colicines E + I. 

Les deux souches du lysotype Styrie isolées dans la salle B4, 
les 17 mars 1954 et 24 mars 1954 respectivement n’étaient pas 
colicinogénes ainsi que les souches appartenant au méme lysotype 
isolées dans la salle B2 les 13 mars 1954 et 20 avril 1954 

La grande épidémie qui s'est développée du 28 mars 1954 au 
26 avril 1954 dans plusieurs salles de cet hdpital a fourni 
27 souches appartenant au type Sévres. Toutes ces souches avaient 
un comportement identique & Pégard de nos mutants spécifiques 
et élaboraient le complexe E + I. Il est loisible de penser qu il 
s'agit d’une épidémie ayant une source unique. Les données 
chronologiques et topographiques fournies par le D* Chemnitz 
permettent de supposer que l’épidémie a pris naissance dans la 
salle A 119, puis s’est transmise aux enfants des salles B2 et B4, 
enfin vers le 26 avril 1954, elle atteint les salles A II et AIV. 
Xemarquons qu’aux mémes dates, la salle B2 avait une épidémie 
simultanée causée par des hacilles non colicinogénes du type 
Styrie. 

Entre le 11 mai et le 21 juin 1954, a sévi dans la salle Bl, une 
épidémie causée par le lysotype Warwick. Toutes les souches 
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isolées de cette épidémie étaient dénuées du pouvoir colicinogéne. 
Il s’agissait done d’une nouvelle source d’infection. 

Grace a une élroite coopération du médecin et du laboratoire, 
l'étude épidémiologique effectuée soigneusement depuis le mois 
de septembre 1953 dans le méme hopital a done permis de suivre 
le déroulement du contage en fonction du temps et de la disposi- 
tion des leux. 


Souches du D® Rische. — Nous avons étudié 28 souches prove- 
nant de 10 foyers épidémiques de la région de Wernigerode. Ces 
souches appartenaient aux types Sévres, Tourcoing, Bretonneau et 
Béthune. A une exception prés, toutes les souches provenant d’un 
méme foyer épidémique se trouvaient dans le méme état colici- 
nogene, 

C’est ainsi que 6 souches du type Sévres provenant de l’An- 
nexe Degener de cet hépital n’étaient pas colicinogénes, trois 
souches apparlenant au type Tourcoing non plus, tandis que trois 
souches de ce lysotype isolées d’une autre salle produisaient les 
colicines E + 1; deux souches du type Bretonneau élaboraient 
une colicine différente de E, I, E + I, B et G que nous n’avons pas 
encore identifiée 


DISCUSSION. 


La recherche et Videntification des colicines parmi les E. coli 
des G. E. J. revétent un intérét théorique et pratique. 


a) Intérét théorique. — Nos résultats montrent qu’une fraction 
importante des E. coli des G. E. I. est colicinogéne (26,99 p. 100). 
Cette proportion se rapproche de celle trouvée par Fredericq 
parm) un nombre élevé de cultures dE. coli  banales 
(28,11 p. 100) [6]; elle est supérieure a celle signalée par 
Halbert [9] et par Levine et Tanimoto [10] parmi les souches 
WE, coli isolées des féces humaines. 

Cette discordance peut s’expliquer par l'emploi de souches 
révélatrices moins sensibles aux diverses colicines que la souche 
CA 81 employée par Fredericgq ou la souche K12S que nous avons 
ulilisée. La fréquence des diverses colicines rencontrées parmi 
nos souches est la suivante 


Colicine I seule ou associée (16,70 pour 100). 

Colicines du groupe E seules ou associées (7,47 pour 100). 
Colicine G seule ou associée (4,55 pour 100). 

Coilicine B seule ou associée (2,21 pour 100). 


L’examen du tableau II montre que les E. coli spécifiques des 
G. KE. I. se distinguent des L. coli banales par l’élaboration de 
4 colicines seulement, la production plus fréquente de la colicine I, 
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la rareté des colicines B et G; remarquons notamment quelles 
ne produisent jamais la colicine V, fréquemment rencontrée parmi 
les &. coli banales, ni les colicines C, D, H, K, S4; elles se distin- 
guent également des souches d’E. coli pathogénes pour l’adulte 
el enfant qui produisent les colicines V, C et D, élaborent plus 
rarement les colicines I et G et inhibent fréquemment les souches 
de Salmonella [44]. 


Tasteau III, — Distribution des colicines parmi les E. coli (pourcen- 
tage du nombre total des souches étudiées). 


E.coli des G.E.I.]E.coli pathogénes|E.coli banales 
pour l'adulte et 
l'enfant 


28,8p.100 


Pouvoir colicinogéne 


26,99p.100 28p.100 environ 


Colicines : 
(seules ou associées) 


I 16,70*(12,06)** 2.27 
groupe E 7,47*( 5,65) ** Sys) 
G 4,55*( 1,50)** non déterminée 
G+H 4,55 [5 X®) 
B 2,21*( 1,50)** 5,01 
Vv 10,93 
Cc (0) 
D 0,22 
K 1,36 
$4 Unni) 
indéterminée 


*Valeurs trouvées au cours de notre étude portant sur des cultures spécialement 

choisies (les proportions des divers lysotypes et des diverses colicines ne corres- 

pondent donc pas a leur distribution réelle parmi les souches). ** Valeurs précé- 

dentes corrigées en tenant compte de la distribution réelle des divers lysotypes 
parmi les FE. coli de G. E.I. rencontrées en France. 


Chaque sérotype d’E. coli, responsable des G. E. I., présente 
une distribution particuliére des divers états colicinogénes 
64,14 p. 100 des souches appartenant au sérotype O IIT : B4 sont 
dénuées du pouvoir colicinogéne ; les souches antibiotiques appar- 
tenant A ce sérotype élaborent fréquemment la colicine I (19,81 
p. 100), parfois les colicines du groupe E (9,43 p. 100) et la coli- 
cine G (9,19 p. 100), rarement la colicine B (0,70 p. 100). 81,65 
p. 100 des souches appartenant au sérotype 055 : B5 sont dépour- 
vues du pouvoir colicinogéne, tandis que les souches antibioti- 
ques appartenant & ce sérotype produisent fréquemment la coli- 
cine I (16,84 p. 100), rarement les colicines B et E (1,78 p. 100; 
1,09 p. 100), jamais, semble-t-il, la colicine G. 84,69 p. 100 des 
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souches appartenant au sérotype 026: B6 n’élaborent aucune 
colicine, tandis que les souches antibiotiques produisent fréquem- 
ment la colicine B (12,24 p. 100), parfois les colicines du groupe 
I, (9,18 p. 100), rarement la colicine I (1,02 p. 100), jamais, sem- 
ble-t-il, la colicine G. 

Cette constatation suggére que, dans cette espéce bactérienne, 
les souches appartenant «& chaque sérotype doivent présenter une 
distribution spécifique de la propriété colicinogéne, le type des 
diverses colicines élaborées et la fréquence de ces colicines variant 
d’un sérotype a l’autre. I] est de méme permis de penser que | état 
colicinogéne des souches défini par labsence ou la présence du 
pouvoir colicinogéne, la nature des colicines produites et leur 
fréquence respective est caractéristique de chaque lysotype comme 
le montre le tableau II qui donne les pourcentages des diverses 
colicines par rapport au nombre total des souches appartenant 
i chaque lysotype. 


b) Intérét pratique. — Les connaissances acquises dans le do- 
maine des FE. coli responsables des G. E. I. se sont développées 
considérablement durant ces derniéres années; l'utilisation des 
colicines comme moyen didentification de ces bactéries, complete 
les données classiques et augmente le nombre des caractéres uti- 
lisables en épidémiologie. En rappelant briévement ces différents 
caractéres, nous montrerons que leur utilisation conduit a un 
morcellement progressif des membres de cette espéce, ce qui 
permet un gain considérable de précision utilisable en génétique 
et en épidémiologie : les E. coli des G. E. I. possédent générale- 
ment les associations d’antigénes O et B suivantes : O111 : B4, 
055 : B5 et 026 : BG; les souches appartenant a ces trois groupes 
antigéniques, peuvent posséder des antigénes flagellaires diffé- 
rents ou en étre dépourvues. Ainsi, les souches possédant les 
formules antigéniques O11]: B4, peuvent posséder les antigénes 
2 12 21 ou étre immobiles, celles possédant Ja formule 055 : BS 
peuvent avoir les antigénes flagellaires 2, 4, 6, 7, 11, 21, 27 et 
32, celles possédant la formule 026: B6 peuvent étre pourvues 
de V’antigéne flagellaire 11 ou étre immobiles. 

La recherche de Ja sensibilité 4 30 bactériophages convenable- 
ment choisis permet de répartir ces souches en 28 lysotypes diffé- 
rents [2, 3}. Cette détermination est particuliérement intéressante 
pour les souches appartenant au méme sérotype comme le démon- 
tre lexemple suivant 

Les souches possédant la formule antigéne O111 :B4 :H2 qui 
constituent la majorité de celles que l’on rencontre dans la plu- 
part des pays, peuvent étre subdivisées en 5 lysotypes : Montpar- 
nasse, Sévres ubiquitaire, Sévres lyonnais, Tourcoing et Vienne. 
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Il en est de méme pour les souches appartenent aux sérotypes 
Olll :B4:H12, 055:B5:H2, 055:B5:H6, O55:B5:H7, 
026 : B6:HI11 et 026 :B6:H, qui ont été subdivisées respecti- 
vement en plusieurs lysotypes. 

Les réactions biochimiques présentent également une importance 
pour Ja détermination des souches appartenant au méme sérotype 
et au méme lysotype. Ainsi, les souches appartenant au sérotype 
O111 :B4:H2 et au lysotype Tourcoing peuvent étre réparties 
en deux groupes biochimiques suivant qu’elles donnent de l’indole 
ou non. 


Les souches appartenant au sérotype O111l :B4:H12 et aux 
lysotypes Dorf et Bretonneau peuvent étre subdivisées en deux 
chimiotypes d’aprés leur action sur le dulcitol. De méme, les 
souches appartenant aux sérotypes O55 :B5:H2 ou H6 et aux 
lysotypes Flandre, Londres, Rostock, Lomme et Béthune peuvent 
se répartir respectivement en plusieurs chimiotypes d’aprés leur 
action variable sur le dulcitol, le maltose, le saccharose, |’ado- 
nitol, le sorbose et le sorbitol. 


Les résultats de l'étude que nous présentons ici, montrent que 
la recherche et lidentification du pouvoir coiicinogéne, compleé- 
tent ensemble des déterminations précédentes caractérisant les 
souches spécifiques des G. E. I. Bien que peu variées, les colli- 
cines rencontrées parmi ces souches, donnent, du fait de leur 
association, les 10 états colicinogénes suivants : état non colici- 
nogéne, élaboration des colicines I, El, E2, El + I, E2 +1, B, 
E +B, G ou G +I. Si la répartition de ces divers états colici- 
nogénes présente peu d’intérét pour les souches appartenant a 
certains lysotypes (Sévres ubiquitaire, St. Christopher et War- 
wick) parmi lesqueiles prédomine un état colicinogéne déterminé, 
pour celles appartenant aux lysotypes Sévres variété lyonnaise, 
Tourcoing, Bretonneau, Béthune, Weiler, au contraire, la distri- 
bution équilibrée des divers états colicinogénes rend cette détermi- 
nation particuliérement importante et permet de l’utiliser efficace- 
ment dans les enquétes épidémiologiques. 

Ainsi, les souches O111 : B4 : H2 - lysotype Tourcoing - chimio- 
type I peuvent étre dénuées de pouvoir colicinogéne (57 p. 100) ou 
bien produire la colicine I (28 p. 100) ou El (15 p. 100) ; les sou- 
ches O111 : B4 : H12 - lysotype Bretonneau - chimiotype III ou 
IV peuvent présenter 6 états colicinogénes différents : non coli- 
cinogénes (35 p. 100) ; colicine I (1,33 p. 100), E (4 p. 100), E + I 
(6 p. 100), G (44 p. 100), G+I (1,33 p. 100); les souches 
055 : B5 : H6-lysotype Béthune - chimiotype A, 3 états colici- 
nogénes différents : non colicinogéenes (81,2 p. 100), I (16 p. 100), 
B (2,8 p. 100); celles appartenant au lysotype Weiler (sérotype 
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055 :B5 : H7-chimiotype E), 5 états colicinogénes : non colici- 
nogénes (20 p. 100), I (60 p. 100), E (8 p. 100) E+I (4 p. 100) et 
B (8p: 100); 

D’autre part, l’étude de l'état colicinogene des souches peut 
étre complétée par la recherche de leur sensibilité aux diverses 
colicines ; en effet, si lon soumet des cultures appartenant aux 
mémes sérotypes, chimiotypes et lysotypes 4 action de diverses 
colicines, elles présentent habituellement plusieurs images de sen- 
sibilité a ces colicines. Pour les souches appartenant 4 certains 
lysotypes (Sevres, Tourcoing et Béthune), les différentes images 
observées ne font que traduire les différences dans ]’état colicine- 
gene de ces souches par suite de immunité que confére a ces 
bactéries le déterminant héréditaire de la colicimogéneése a l’égard 
des colicines homologues [42]; au contraire, les souches apparte- 
nant aux lysotypes Lomme, St. Christopher, Weiler et Warwick 
et possédant le méme état colicinogéne se répartissent en plusieurs 
groupes suivant leur image de sensibilité aux colicines types. Les 
souches non colicinogenes appartenant a certains lysotypes don- 
nent également des images différentes de sensibilité aux colicines 
types. 

Or, nous avons pu constater que toutes les souches provenant 
d’un méme foyer épidémique fournissent généralement le méme 
schéma de sensibilité que nous proposons de désigner sous le 
nom de colicinotype. 

Du fait de leur intérét épidémiologique, la recherche du pouvoir 
colicinogéne, l’identification des colicines et la recherche des coli- 
cinotypes (ou colicinotypie) complétent donc la détermination du 
sérotype, du lysotype et du chimiotype et permettent un gain 
appréciable de précision dans la détermniation de ces bactéries 
pathogénes. 


RESUME. 


Les divers lysotypes d’E. coli isolés dans les gastro-entérites 
infantiles peuvent étre dénués du pouvoir colicinogéne ou bien, 


au contraire, ils peuvent présenter les différents états colicinogénes 
suivants 


Ted, EB. OG, Bi a1, Be ie Ge ie a 

Toutes les souches provenant d’un méme foyer épidémique se 
trouvent dans le méme état colicinogéne, ce qui confére un inté- 
rét épidémiologique 4 la recherche ‘du pouvoir colicinogéne et a 
Videntification des colicines élaborées. 

La recherche conjuguée du lysotype ect de l’état colicinogéne 


permet un gain appréciable de précision dans la détermination 
des E. coli des gastro-entérites infantiles. 
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SUMMARY 


DEMONSTRATION AND IDENTIFICATION OF COLICINOGENIC PROPERTY 
IN THE DIFFERENT [. coll PHAGE-TYPES, PATHOGENIC FOR INFANTS. 
EPIDEMIOLOGICAL SIGNIFICANCE OF THIS -STUDY. 


The various E. coli phage-types isolated in infantile gastro- 
enteritis, either are deprived of the colicinogenic property, or 
produce the following colicins.: I, El, E2, B, G, Ev +1, E241, 
G+1I,E +B. 

All the strains isolated in one epidemic center are in the same 
colicinogenic state. The demonstration of the colicinogenic pro- 
perty and the identification of the elaborated colicins present 
therefore an important epidemiological interest. 

The determination of infantile gastro-enteritis E. coli will be 
much more precise if the phage-type and the colicinogenic state 
are investigated. 
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COMMUNICATIONS 


ACTIVATION DE LA TOXINOGENESE BOTULIQUE D 
PAR BACILLUS LICHENIFORMIS 


par A. R. PREVOT et R. SILLIOC. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


La difficulté d’obtenir réguli¢rement une toxine botulique D de haute 
activilé a été signalée par de nombreux auteurs et par nous-mémes. 
Alors que les souches de Cl. botulinum de types A, B, C et E conservent 
trés facilement leur pouvoir toxinogéne, les souches de type D le perdent 
avec une rapidité déconcertante. De nombreux moyens pour remédiet 
a cette perte ont été proposés, mais a l’usage répété, leur efficacité 
nest ni réguliére, ni marquée. Ces faits rendent la production de la 
toxine trés aléatoire et le seul moyen vraiment certain est de renou- 
veler sans cesse les souches ; mais ceci n’est praticable que dans les 
régions ot. ce type est fréquent, comme par exemple l'Afrique du Sud, 
et n’est pas possible en France ot: ce type est trés rare. 

Or nous venons d’observer un fait nouveau qui depuis un an nous 
a permis d’obtenir réguli¢rement des toxines D de trés haute toxicité 
et de pouvoir antigénique trés élevé. En janvier 1958, a la suite d’indi- 
gestion de jambon salé, un foyer de botulisme s’est manifesté & Moun- 
dou (Tchad) et la toxinotypie pratiquée A l'Institut Pasteur de Braz- 
zaville et dans notre Service a montré qu’il s’agissait du type D [4]. 
Nous avons immédiatement isolé la souche 1873 en vue de produire 
une réserve d’anatoxine et dés nos premiéres expériences nous avons 
constaté les faits suivants : 


1° La souche était associée dans le fragment de jambon toxique 
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a Bacillus licheniformis (1). Celui-ci résistant dix-sept minutes A 100°, 
le chauffage ne pouvait pas nous permettre d’isoler Cl. botulinum. 
Craignant de voir la souche perdre son pouvoir toxinogene au cours 
des repiquages de purification, nous avons ensemencé 40 1 de bouillon VF 
glucosé avec la culture mixte Cl. botulinum + B. licheniformis. La 
toxine D obtenue ainsi au sixitme jour, enti¢rement neutralisée par le 
sérum anti-D, titrait 300000 DMm/souris sous-cutanées. 

2° La méme souche qui avait pu étre purifiée rapidement grace A 
Vobtention d’une colonie unique, ensemencée dans les mémes con- 
ditions donna une toxine titrant 3000 DMm/souris sous-cutanées. 
Nous en concluions que l’association avec l’aérobie avait provoqué une 
activation de la toxine, de l’ordre de K = 100. 

3° Apres repiquage, la méme souche pure a perdu totalement et 
définitivement son pouvoir toxinogéne, ce qui est la régle. 

4° La souche atoxinogéne, réassociée artificiellement avec B. liche- 
niformis ne récupére pas son pouvoir toxinogéne. 

Nous avons essayé d’expliquer ces fails par quelques expériences. 
L’hypothése la plus plausible était qu’une action enzymatique due aux 
enzymes protéolytiques trés actifs de B. licheniformis activait une pro- 
loxine D peu active en toxine cent fois plus active, comme la trypsine 
active la protoxine E en toxine E trente A quarante fois plus active [2]. 
Or ce fait a été découvert par Duff et coll. apres constatation que la 
présence d’un Bacillus activait cette protoxine. 

Dans le but de vérifier cette hypothése, nous avons ensemencé en 
méme temps plusieurs lots de bouillon VE glucosé, les quatre premiers 
avec la souche D pure, le cinquiéme avec l’association des deux germes. 

Le lot 1 de la premiere série, considéré comme témoin, ne donna 
pas de toxine botulique. 

Le lot 2 recut au deuxiéme jour d’incubation J’addition de 20 cm? 
de culture de B. licheniformis. 

Le lot 8 recut la méme addition au quatriéme jour. 

Le lot 4 recut la méme addition au sixiéme jour. 

Si activation due a B. licheniformis avait été du méme type que 
celle de la trypsination de la protoxine E, nous aurions constaté une 
activation dans les lots 2, 3 et 4 et la pente de Ja droite traduisant cette 
activation aurait donné une indication pour en trouver l’optimum. Or 
aucune activation ne fut constatée. 

Par contre, le lot n® 5 fournit au sixiéme jour une toxine D titrant 
800 000 DMm/souris sous-cutanées. Nous en concluons, tout au moins 
provisoirement, que l’association naturelle active la toxinogénése D par 
un mécanisme inconnu, mais que l’association reconstituée artificiel- 
lement n’a aucun pouvoir d’activation, 

L’étude du lot 5 nous a appris deux autres faits trés importants. 
La plus grande partie de ce lot a été formolée, transformée en anatoxine 
ef a servi 2 hyperimmuniser les chevaux destinés 4 la production du 
sérum. Aprés injection de doses croissantes de cette anatoxine suivant 
le rythme habituel nous avons obtenu un sérum titrant 10 000 UA/cm? 
et aprés repos puis recharge, 20 000 UA/cm*. Ainsi l’activation du pou- 


(1) Nous remercions M. Thibault de l’aide qu’il nous a apportée pour la 
détermination de ce germe. 
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voir toxique par B. licheniformis correspond a une activation du pou- 
voir antigénique. Le fait est paralléle 4 celui qui a été constaté pour 
la protoxine E dont le pouvoir antigénique est activé par le méme 
coefficient que celui de l’activation du pouvoir toxique [3]. 


Une autre expérience a été faite, calquée sur la trypsination de la 
protoxine E : nous avons traité plusieurs lots de toxine D par des 
concentrations de trypsine voisines de celles qui activent la pro- 
toxine E. Nous n’avons constaté aucune activation de la toxine D par 
trypsination. 

L’autre fait est celui-ci: une partie de la toxine du lot 5 n’a pas 
été formolée et a été mise a la glaciére en vue de sa stabilisation pour 
servir aux titrages des sérums. Nous avons donc prélevé dans ce lot, 
chaque mois, les quelques cm® nécessaires 4 nos titrages. Nous avons 
alors constaté une augmentation spontanée et progressive de sa toxicité, 
qui, en juin 1958 atteignit 1 300 000 DMm/souris par cm, en février 
1959, 1 600 000 DMm/souris par cm*® et en mars 1959, 2 400 000 DMm/ 


souris. 


Ce fait avait déja été constaté avec Brygoo [4] mais 4 un moindre 
degré et pour une toxine D obltenue avec une souche D 6 F pure. 


ConcLusions. — L’association naturelle de Cl. botulinum D_ avec 
Bacillus licheniformis augmente cent fois la toxinogénése. L’association 
artificielle n’a aucune action. La trypsination de la toxine D n’aug- 
mente pas sa toxicité. La toxine botulique D obtenue par culture de 
Vassociation voit sa toxicité monter progressivement au cours de sa 
conservation en glaciére a 0°. 


SUMMARY 


AcTIVATION OF D BOTULINIC TOXINOGENESIS BY Bacillus licheniformis. 


The natural association of Clostridium botulinum D and Bacillus 
licheniformis induces a hundredfold increase of ‘toxin production. 
Artificial association has no action. The treatment of D toxin by 
trypsin does not increase its toxicity. The toxicity of D toxin produ- 
ced by cultures of the association Cl. botwinum + B. licheniformis 
progressively increases when stocked at 0°. 
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RECHERCHES SUR LES PSEUDOMONADACEAE 


ETUDE DE DEUX SOUCHES DE FLAVOBACTERIUM ISOLEES 
DES POISSONS D’EAU DOUCE 


par J. BRISOU (*), C. TYSSET et B. VACHER 


(Ecole de médecine de Poitiers, Laboratoire de biologie, et Section 
technique de l’armée) 


Les germes qui font l’objet de cette étude ont été isolés par hémo- 
culture du sang du cosur d’une vandoise (Leuciscus leuciscus, var. ros- 
lratus) de la Dordogne. 

L’isolement de ces deux germes trés mobiles, chromogénes a pig- 
ments jaunes insolubles dans 1’eau, appartenant au genre Flavobac- 
terium, déjA connus, a été une occasion de compléter leurs caractéres 
biochimiques et d’interroger leur pouvoir pathogéne éventuel. Ces bac- 
téries sont Fl. pictorum (ex Pseudomonas Gray et Thorton) et Fl. vado- 
sum (ex Pseudomonas Zobell et Upham). 


I. — Flavobacterium pictorum. 


Morpuwotocie : Bacille mobile & extrémités arrondies, ce germe se 
dispose par paires ou en petits paquets. Le pléomorphisme est trés 
accentué, on observe de nombreuses formes courtes, coccoides. Dans 
les cultures anciennes apparaissent des chainettes de 5 a 6 éléments. 
Sur gélose les dimensions du germe sont de 3 yw sur 1,5 w. Bactérie 
irés mobile chez laquelle on met un cil polaire en évidence. Colora- 
tion aisée, Gram négatif, images en navettes A coloration bipolaire 
iréquente, tels sont les caractéres du germe. On ne yoit ni spores, 
ni capsules. 


CARACTERES CULTURAUX : Ce microbe est aérobie préférentiel. 1 
pousse entre +4° et +40° avec optimum A 25-28°. Le pH favorable 
est de 7,5 avec des limites de 3 a 12. 


Mérasonisme : En milieu défini minéral type Stephenson avec du 
nitrate d’ammonium comme seule source d’azote, le germe utilise 
le carbone du propanol. Il n’utilise pas le carbone du méthanol, de 
1’éthanol, du butanol, des pétroles lampants, du benzéne ni de 1’éthy- 
iene-glycol. Il cultive trés bien sur milieu défini ne contenant que 
Voxalate d’ammonium comme source d’azote et de carbone. 

Sur les milieux usuels : La culture est rapide. Dés la sixiéme heure 
Jes ondes moirées apparaissent dans le bouillon nutritif ; en vingt-qua- 
tre heures le trouble est intense, un sédiment bactérien se constitue 
petit A petit au fond du tube. Culture également facile en eau peptonée. 


(*) Adresse: 15, rue Alsace-Lorraine, Poitiers. 
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Sur gélose :; colonies rondes, bombées, luisantes, de couleur jaune 
pale ; les colonies adhérent A la gélose sans la digérer ; il se dégage une 
odeur de vieux fromage. 

En gélose profonde Veillon : culture surtout abondante dans la 
zone aérobie. 

Gélose hypersalée & 7,5 p. 100 : pas de culture. 

Pomme de terre bicarbonatée : culture discréte ; teinte café au lait, 
puis jaune en huit jours. 

Bouillon végétal (carotte-pomme de terre) : culture aisée. 

Gélose pomme de terre-carotte : culture non pigmentée. 

Gélose au sang : pas d’hémolyse. 

Gélose A la glycérine : enduit abondant jaune pale. 

Gélose a la bile de boeuf : culture normale. 

Petit Jait tournesolé : alcalinisé. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES : Le germe est faiblement glucidolytique 
il acidifie sans gaz : le xylose, le glucose, le galactose. I alcalinise le 
rhamnose, le mannitol, le dulcitol, le lactose, le maltose, le saccharose, 
V’adonite, l’inosite, le lévulose. I] ne modifie pas le milieu de Stern, ni 
le milieu & Vesculine. Sans action sur la cellulose et l’amidon, il 
n’attaque pas non plus la cellophane ni les résines. L’urée en milieu 
de Christensen ou sur milieu urée indole n’est pas hydrolysée. 

Ce Flavobacterium ne donne ni indole, ni H,S, ni ammoniaque. 

La gélatine n’est pas allaquée, les autres protéines coagulées non 
plus. 

Le lait entier n’est pas modifié, le lait gélosé en boite de Petri pas 
davantage. 

Enfin, le citrate de soude est alcalinisé (milieu de Simmons), les 
nitrates sont réduits en nitrites en trois jours, le rouge neutre n’est 
pas touché, le bleu de méthyléne décoloré en quarante-huit heures. 
Les réactions de Voges-Proskauer et du rouge de méthyle sont néga- 
lives. Pas de catalases décelables, traces de peroxydases, réaction des 
oxydases positives. Le tryptophane n’est pas désaminé sur le milieu 
urée indole. On ne décéle pas de lécithinases. 

La culture est positive en présence de KCN (milieu de Braun). 


Résistance : Le germe est peu résistant A la chaleur ; il meurt en 
une minute a 80°, en cing minutes a 60°, en dix minutes a 56°. 

Trés sensible aux antiseptiques usuels (crésyl & 1/100, eau de Javel 
4 1/1000 ; permanganate de K a 1/10000, ammoniums quaternaires 
a 1/100 000 ; sublimé a 1/1 000 000). 

Les suifamides, 1162 F et furadoine, ont une action bactériostatique 
nette sur la bactérie. 

Les antibiotiques les plus actifs sont la streptomycine, la framycé- 
tine et la néomycine ; les autres sont sans action. 


Crromoctntse : Les milieux les plus favorables 4 l’élaboration du 
pigment jaune pale sont la gélose au lait et la gélose A la glycérine. 


VIRULENCE. POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL : Les inoculats virulents 
ont été constitués par des suspensions de cultures fratches en sérurm 
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physiologique stérile titrant 10° germes par ml. Les animaux furent 
inoculés par la voie péritonéale avec des doses allant de 1 ml a 0,05 ml 
de suspension. 

Mammiféres : rat d’élevage var. albinos, souris d’élevage var. albinos. 
A la suite de ces inoculations, aucun trouble. 

Poissons: gardon (Leuciscus erythrophtalmus L.), goujon (Gobio 
fluviatilis), carassin (Carassus auratus), truite (Salmo fario), vairon 
(Phozinus leevis) ont été divisés en deux lots : 

Premier lot (vairons, goujons, gardons et truites) & + 5°; 

Deuxiéme lot (carassins, gardons) 4 17°. 

Les poissons du premier lot moururent en trois et quatre jours. 

La truite résista jusqu’au huitiéme jour et les gardons au dixitme 
jour. 

Les animaux du deuxiéme lot moururent en dix-huit heures. 

A J’autopsie tous les poissons morts présentaient des Iésions de 
septicémie avec des hémorragies intramusculaires, spléno- et hépato- 
mégalie, vésicule biliaire hypertrophiée. L’hémoculture du sang du 
coeur permettait chaque fois de retrouver & l'état pur la_ bactérie 
inoculée. 


Il, — Flavobacterium vadosum. 


MorruHotocie : Elle est sensiblement identique da celle du germe pré- 
cédent. Bacilles Gram négatif, non sporulés, sans capsules, trés mobiles, 
pourvus d’un cil polaire de 3 4 4 w de long. Formes coccobacillaires 
fréquentes. Petites chainettes dans les cultures anciennes. 


CUuLTuREs : Microbes aérobies préférentiels. Poussent entre +4° et 
+40° avec optimum a +25°-28°. Le développement est abondant dans 
un milieu ajusté 4 pH 7,24. Les pH limites se situent entre 4 et 12. 

ME£TABOLISME : En milieu défini type Stephenson avec le nitrate d’am- 
moniaque comme source d’azote, le germe utilise le carbone des 
pétroles lampants, de 1’éthyléne-glycol et de loxalate. I] n’utilise pas 
celui du méthanol, éthanol, propanol, butanol, ni du benzéne. 

Sur les milieux ordinaires les cultures sont abondantes. 

Le bouillon est rapidement troublé, on ne yoit apparaitre ni voile, 
ni anneau. Un dépét, par contre, se constitue au fond du tube. 

La culture est également rapide en eau peptonée, dés Ja vingt-sixitme 
heure a 28°. Un voile couleur « feuille morte » apparait en surface. 
Un dépét légérement jaundtre se forme 14 encore au fond du tube. 

Les cultures sur la gélose nutritive sont luxuriantes. Les colonies 
apparaissent dés la douzitme heure. Rondes, bombées, luisantes, elles 
ne tardent pas A prendre une teinte jaune pale, puis feuille morte en 
quatre & cing jours. Ces colonies adhérent au milieu sans l’attaquer. 

Le pigment ne diffuse pas. Une odeur sulfureuse se dégage de la 
culture. 

En gélose Veillon la culture est surtout marquée en surface. 

Sur gélose hypersalée A 7,5 p. 100, pas de culture. 

Le milieu bilié permet, par contre, le développement normal du 
germe. 
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Les cultures sont moins abondantes sur les milieux végétaux 4 la 
carotte-pomme de terre. 

Sur la gélose au sang humain, on n’observe pas d’hémolyse. Enfin, 
le petit lait tournesolé est alcalinisé en vingt-quatre heures et décoloré 
en quarante-huit heures. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES : Ce germe n’attaque aucun sucre, ne 
modifie pas Je milieu A la glycérine de Stern ; il est sans action sur 
Vesculine, la cellulose et l’amidon. 

On ne décéle pas d’uréolyse sur les milieux spéciaux. 

Par contre, il est trés protéolytique puisque la gélatine est liquéfice 
en quarante-huit heures. Le sérum de cheval est attaqué en six jours, 
l’ovalbumine digérée et le lait peptonisé en sept jours. 

En eau peptonée il y a un abondant dégagement d’H,S. 

Le lait gélosé est lentement digéré; sur le milieu les colonies 
prennent une magnifique teinte ocre-orangé. 

Le citrate de soude n’est pas utilisé. 

Le pouvoir réducteur se manifeste sur les nitrates, réduits en nitrite, 
puis en NH,, de sorte que la réaction des nitrites est négative. Rouge 
neutre et bleu de méthyléne sont réduits également. 

La réaction du rouge de méthyle est négative, celle de Voges- 
Proskauer est légérement positive. 

Notons en outre que la réaction des catalases est négative, que celle 
des oxydases est positive et celle des peroxydases légérement positive. 
Il n’y a pas de désamination du tryptophane, pas de lécithinases. La 
culture est positive en présence de KCN. 


CHROMOGENESE : Cette propriété est favorisée par une température de 
20 a 25°; la pomme de terre bicarbonatée, la gélose glycérinée, la 
gélose au lait, le sérum coagulé de cheval constituent des milieux 
de choix pour 1’élaboration du pigment jaune. 


R&sistance : Le microbe est détruit en une minute a 80°, en cing 
minutes 4 60° et en quinze minutes a 56°. 

La vitalité se conserve dans les cultures pendant environ deux mois 
a la température ordinaire et plus de six mois a la glaciére. 

L’action des antiseptiques se manifeste comme pour le germe précé- 
dent et A des taux identiques. C’est dire que la bactérie est sensible 
4 l’eau de Javel, au crésyl, au sublimé et aux ammoniums quaternaires. 

Les sulfamides, & l’exception de la furadoine, sont inactifs sur cette 
bactérie. 

Les antibiotiques se montrent nocifs, notamment la néomycine, le 
chloramphénicol et Ja streptomycine. 


PoUvorR PATHOGENE EXPERIMENTAL : Les suspensions microbiennes de 
cultures fraiches. ont été inoculées A des animaux variés: rat blanc, 
souris blanche, poissons (vairons, goujons, gardons, carassins, ablettes, 
truites). Tous ces animaux injectés par la voie péritonéale sont restés 
insensibles au germe. 


Discusston : Ces observations tirent leur intérét de deux faits princi- 
paux : 
l° Le premier germe étudié, trés proche de Fl. pictorum. avait été 
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trés insuffisamment décrit lorsqu’il fut isolé par Gray et Thorton en 
1928 et considéré a cette époque comme un Pseudomonas. Il s’agit en 
principe d’une bactérie du sol, mais nous venons de montrer que, dans 
certaines circonstances, elle entraine la mort des animaux inoculés. 
Chez les poissons elle réalise un tableau de septicémie hémorragique 
qui nest pas sans rappeler celui que provoque Fl. hydrophilum. 
L’espece pictorum pourrait donc étre considérée comme un agent pos- 
sible de chromobactérioses animales, surtout chez les animaux A sang 
froid. 

Sur le plan taxinomique, un seul germe lui ressemble, il s’agit de 
Fl. aurantinum qui, a la différence de Fl. pictorum, acidifie et coagule 
le lait. 


2° Le second microbe éludié, Fl. vadosum, n’était connu jusqu’ici 
que comme espéce marine. La premiére souche avait été isolée du 
milieu marin par Zobell et Upham. C’est donc la premiére fois qu’elle 
est retrouvée dans l’eau douce. Les auteurs américains avaient du reste 
souligné que ce germe cultivait aussi bien dans les milieux a l’eau 
douce que dans les milieux a4 l’eau de mer. Toutefois, il ne supporte 
pas les fortes concentrations de NaCl puisque les cultures sont négatives 
en présence de 7,5 p. 100 de sel. Nous montrons enfin que Fl. vadosum 
est dépourvu de toute action pathogéne, tout au moins en ce qui 


concerne la souche présentée ici. 


ConcLusion : Par hémoculture du sang du cceur d’une vandoise 
(Leuciscus leuciscus, var. rostratus) provenant de la Dordogne, nous 
avons isolé une souche de Fl. pictorum et une souche de Fl. vadosum 
dont cette étude compléte les caracttres biochimiques. 

L’une d’elles, Fl. pictorum, s’est révélée expérimentalement patho- 
gene pour Jes animaux. Chez les poissons elle provoque la mort avec 
un syndrome de septicémie hémorragique. 

L’autre souche n’avait pas encore été signalée dans l’eau douce. 
Comme beaucoup d’autres germes, elles est en fait ubiquitaire et peut- 
étre plus répandue qu’on ne le pensait. 


SUMMARY 


SrupiEs on Pseudomonadaceae. 
Stupy OF Two sTRAINS oF Flavobaclterium ISOLATED FROM FRESH-WATER 
FISHES. 


By means of hemoculture two strains of Flavobacterium have been 
isolated from the heart blood of Leuciscus leuciscus var. rostratus, a 
fish from the Dordogne river : Flavobacterium pictorum and Flavo- 
bacterium vadosum. The present paper describes the biochemical 
properties ot these two strains. 

Fl. pictorum proved pathogenic for animals. When inoculated into 
fishes, it kills them with an hemorrhagic syndrome. Fl. vadosum had 
sofar not been found in fresh water. Like many other germs, it is 
ubiquitary and might be more common than is generally thought. 
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* 
** 


Nous remercions M. Ph. Daste, Maitre de Conférences a la Faculté 

5 eye . . iA ’ ~ 

des Sciences de Poitiers, d’avoir bien voulu contréler l’une de nos 
souches quant A son comportement sur les milieux a base de résines. 
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ETUDE EXPERIMENTALE D’UNE SOUCHE VACCINALE 
DE BRUCELLE DERIVEE DE LA SOUCHE BI9 
(SOUCHE ZDRODOVSKY) 


par H. JACOTOT et A. VALLEE 
(avec la collaboration technique de A. LE PRIOL). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


Nous devons cette brucelle & lobligeance du professeur Zdrodoysky, 
de Moscou ; elle a été obtenue en 1944 de la souche B19 par culture 
en milieu bilié. Ele est largement employée en U.R.S.S. et en 
Pologne sous le nom de souche BA, pour la vaccination des ouvriers 
agricoles et des employés d’abattoirs dans les régions contaminées de 
brucellose bovine [4]. 


CARACTERES CULTURAUX. — Comme la brucelle B19, elle pousse abon- 
damment sur gélose et en bouillon additionnés d’infusion de pomme 
de terre. Elle montre une propension trés accusée A la mutation 
S—+>R et il n’est pas rare de dénombrer 25 p. 100 de colonies R 
ou RM dans les suspensions de cette brucelle. Ensemencées largement 
aprés isolement, ces variantes donnent sur gélose un enduit visqueux 
et, en bouillon, un dépét glutineux ; ces caractéres les différencient 
des mutantes rugueuses de Ja souche B19 originelle qui se présentent 
typiquement séches dans les mémes conditions. 

Dans toutes les expériences qui seront rapportées ici nous n’avons 
employé que des cultures exclusivement S ou ne contenant qu’une 
proportion négligeable de formes autres que S. 
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Povvork INFECTIEUX. — Pour en juger, nous avons étudié l’intensité 
et la durée de la bactériémie consécutive A l’inoculation sous-cutanée 
chez le cobaye. Chaque cobaye a recu 40 milliards de microbes ; les 
prises de sang ont été effectuées une heure, puis trois heures, six 
heures et neuf heures aprés, le premier jour, puis une fois par jour 
pendant cing jours, puis une fois par semaine pendant six semaines ; 
aprés chaque saignée on portait 1 ml de sang sur gélose-pomme de 
terre en tube de 22 et 1 ml en 25 ml de bouillon-pomme de terre. 
Enfin, 4 deux reprises, aprés une semaine et apres trois semaines, un 
certain nombre de cobayes inoculés ont été sacrifiés et lon a établi 
le poids proportionnel de leurs rates et la teneur de ces organes en 
brucelles (tableau I). 


Tasteav I. — Pouvoir infectieux pour le cobaye. 


Prises de sang aprés 


REN ee efeee 2/2| 4/6| 1/6 


Aprés 1 semaine Aprés 3 semaines 


Poids proportionnel 0.290 0.290 


Pulpe splénique globale 
Teneur en microbes fe) 0 


Comme on le yoit sur ce tableau, une heure aprés |’inoculation la 
bactériémie était déja trés accusée ; les cultures recouvraient totalement 
la gélose ; dés le lendemain la teneur du sang en brucelles était moins 
élevée, et le cinquiéme jour les deux hémocultures sur gélose ne don- 
naient chacune qu’une colonie ; aprés une semaine quatre ensemen- 
cements sur six étaient encore positifs, mais aussi pauvrement ; enfin, 
a partir de Ja troisitme semaine, toutes les hémocultures sont restées 
négatives. 

I] est évident que le pouovir pathogéne de cette brucelle est trés 
faible, et vraisemblablement inférieur A celui de la souche B19 dont 
elle dérive, car si elle ne s’en distingue pas de facon significative 
par les caractéres de la bactériémie, elle n’a pu étre décelée dans la 
rate aprés une semaine, ni, a fortiori, aprés trois semaines. 


PouvorR IMMUNIGENE POUR LE RAT BLANC. — Nous avons effectué deux 
expériences, dans chacune desquelles un certain nombre d’animaux 
ont recu une suspension de brucelles vivantes aux doses de 1 ml et 
de 0,25 ml et d’autres, une suspension de brucelles tuées par l’acide 
phénique en dilution au 1/20, au 1/100 ou au 1/1 000 ; les suspensions 
contenaient, brutes, 50 milliards de corps microbiens au millilitre, l'une 


et l’autre. 
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Dans des délais compris entre sept semaines et sept mois, les rats 
yaccinés ont été éprouvés par inoculation virulente ou d’une souche 
de Br, abortus ou d’une souche de Br. melitensis ; chaque animal 
recevait dans le péritoine 2 ml d’un mélange Aa parties égales de culture 
et de mucine au 1/20. Les résultats de ces expériences ont été réunis 
dans le tableau II. 


Tanceau Il. — Pouvoir immunigéne pour le rat blanc. 


Epreuve apres Témoins 


7 semaines 3mois Y2 Abortus 
Résistent|Résistent| Meurent Meurent 


Jacein vivant 


accin tué 


@ «Ja brucelle a été retrouvée par hémoculture. © : la brucelle n’a pas été retrouvée 
par hémoculture. 2/2: 2 cobayes sur 2 ont donné une hémoculture positive. 


On voit que, d’une part, sur 42 rats ayant recu le vaccin vivant, 
37, soit 88 p. 100, ont résisté & l’épreuve (les 5 qui sont morts avaient 
été vaccinés avec la dose faible [0,25 ml]), et que, d’autre part, sur 
62 rats qui ont recu le vaccin tué, 41, soit 66 p. 100, ont résisté ; 
Ja mortalité a frappé presque exclusivement les animaux qui avaient 
recu les dilutions au 1/100 ou au 1/1000. Tous les témoins sont morts 
dans de courts délais, la plupart dans les trente-six heures. Ces 
résultats ne different pas sensiblement de ceux auxquels nous a conduits 
une expérimentation antérieure avec la souche B19 [2]. 


PoUvorR IMMUNIGENE POUR LE COBAYE. — Premiére expérience. — 
Douze cobayes recoivent chacun par voie hypodermique 40 milliards 
de brucelles obtenues de culture sur gélose-pomme de terre. Six 
semaines aprés on les éprouve en méme temps que 15 cobayes témoins, 
chacun recevant par voie hypodermique 1 milliard de brucelles patho- 
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genes de type melilensis. Dans la suite, chaque semaine pendant six 
semaines, on pratique des prises de sang pour hémocultures sur 
4 cobayes vaccinés et sur 4 cobayes témoins, selon le protocole appliqué 
a l’étude de la bactériémie : des 24 hémocultures pratiquées avec le 
sang de vaccinés, 23 sont positives et donnent en moyenne, sur gélose, 
o colonies ; les 24 hémocultures des témoins sont posilives et donnent, 
en moyenne, sur gélose, 21 colonies. En fin d’expérience la teneur en 
brucelles des rates du groupe témoin est dix fois plus élevée que celle 
des rates du groupe vacciné. 


Deuzieme expérience, — Vingt-deux cobayes recoivent chacun par 
voie hypodermique le culot de centrifugation repris en bouillon gélosé 
a 2 p. 1000 d’une culture en bouillon-pomme de terre de la bru- 
celle BA ; la dose injectée est de l’ordre de 30 milliards de microbes. 
Six semaines apres, on éprouve ces animaux en méme temps que 
24 cobayes témoins, chacun recevant par voie hypodermique 1 milliard 
de brucelles pathogénes de type melitensis. Et l’on procéde comme 
dans la premicre expérience. Des 24 hémocultures effectuées avec le sang 
des vaccinés, 4 seulement sont positives et donnent sur gélose de 1 
a 3 colonies ; au contraire, 17 sur 24 hémocultures des témoins sont 
positives et donnent sur gélose de 1 a 15 colonies. En fin d’expérience 
la teneur en brucelles des rales du groupe témoin est cent fois plus 
élevée que celle des rates du groupe vacciné ; leurs poids sont respec- 
livement 0,33 p. 100 et 0,380 p. 100 du poids du corps. 

Ainsi cette brucelle qui, employée seule, n’avait pas manifesté des 
effets trés significatifs, a protégé dans une mesure appréciable les cobayes 
qui ont regu les corps microbiens mis en suspension dans du bouillon 
gélosé. 


ConcLusion. — La souche BA de brucelle obtenue par Zdrodovsky 
posséde un pouvoir pathogéne légérement inférieur a celui de la 
souche B19 dont elle dérive ; leurs pouvoirs immunigénes paraissent 
étre de méme ordre. Cette brucelle est particuliérement apte & donner 
des mutants R ou RM. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL STUDY OF A VACCINE STRAIN DERIVED FROM 
THE B19 (ZDRODOVSKY) STRAIN. 


The BA strain, isolated by Zdrodovsky, is slightly less pathogenic 
than the B19 strain, from which it derives. The immunological 
capacity of the two strains seems to be identical. This Brucella very 
easily produces R or RM mutants. 
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UN NOUVEAU SEROTYPE 
DE SALMONELLA, S. NIAMEY 


par P. KIRSCHE, L. et S. LE MINOR, B. KHOURY 
et D. DREAN. 


Unslituts Pasteur de Dakar et de Paris) 


Cetle souche a été isolée d’une suppuration chronique du _ cou, 
datant de quinze ans, chez un Africain de 30 ans, et s’accompagnant 
d’une importante réaction chéloidienne. Les interventions successives 
n’ont apporté aucune amélioralion ; par contre, un traitement anti- 
biotique (lifomycine, érythromycine) a amené la disparition de cette 
suppuration d’ot. avaient été isolés un staphylocoque blanc et une 
Salmonella. L’origine semble étre une intervention non aseplique par 
un médicastre indigéne. 

Une souche semblable a été retrouvée dans une selle, également chez 
un Africain 4 Dakar. 

Cette Salmonella fait fermenter en vingt-quatre heures: xylose, 
arabinose, rhamnose, glucose (+ gaz), mannitol, sorbitol, dulcitol, 
maltose, tréhalose, inositol. Les milieux contenant adonitol, sorbose, 
lactose, saccharose, salicine ne sont pas acidifiés. Le milieu de Stern- 
elycérol vire au violet en deux jours. Elle ne posséde pas d’uréase, 
ne cultive pas sur milieu au CNK, utilise le citrate de Na sur milieu 
de Simmons, fait fermenter en un jour le D-tartrate de Na. Elle ne 
liquéfie pas la gélatine (méthode classique et méthode de Kohn- 
Lautrop), a une lysine-décarboxylase, produit en abondance de 1H,S. 
Sur milieu de Clark et Lubs la réaction au rouge de méthyle est posi- 
tive, celle de Voges-Proskauer négative. 

Sur lames, cette souche est au départ agglutinée par les sérums 1,7 
et d. La méthode de Gard fait apparaitre la phase 2 qui est lw. 

La saturation du sérum 0:17 préparé avec S. kirkee fait baisser 
le titre homologue de 1/1600 a 1/200, celle du sérum d préparé avec 
S. typhi R2 de 1/25 000 a 1/3 200, tandis que la saturation du sérum 
anti-lw préparé avec S. dar-es-salaam phase 1 est totale. 


Résumé. — Description d’un nouveau sérotype de Salmonella, 
S. niamey (17 :d:lw) isolé de selle et d’abcés chez les indigenes 
d’Afrique Occidentale. 


SUMMARY 
A new Salmonella serorype : S. niamey. 


Description of a new Salmonella serotype, isolated from the stools 
and abcesses of natives in Western Africa. 
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PRODUCTION 
D’UNE SOURCE ABONDANTE D’ANTICORPS 
DANS LE LIQUIDE D’ASCITE OBTENU PAR GREFFE 
DU CARCINOME D’EHRLICH A LA SOURIS VACCINEE 
AVEC HEMOPHILUS PERTUSSIS 


par Fernand BOYER et Louis CHEDID. 


(Institut Pasteur) 


I] est difficile d’obtenir un volume important de sérum sanguin 
chez la souris. C’est pourquoi Munoz a préconisé de provoquer une 
ascite chez ’animal immunisé, afin de disposer d’un liquide biologique 
abondant et riche en anticorps [4]. La méthode qu’il utilise donnant 
des résultats irréguliers, il nous a paru plus simple de produire cet 
épanchement péritonéal au moyen d’une cancérisation expérimentale 
(par le carcinome ascitique d’Ehrlich). 

Au moment de publier nos résultats nous avons constaté que ce 
méme travail avait pareillement suggéré 4 d’autres auteurs l’idée de 
recueillir au cours de maladies dues & des virus, des anticorps dans 
le liquide d’ascite induit par la greffe du sarcome 180 chez la souris [2]. 

Les expériences qui suivent concernent les effets de l’immunisation 
par Hemophilus pertussis, germe qui nous intéresse particulicrement 
du fait qu’il sensibilise les petits rongeurs 4 l|’histamine. 

Il nous a paru utile d’insister sur le fait que l’on peut obtenir, 
par ce moyen, chez Ja souris, des anticorps anticoquelucheux en 
abondance. 


TecuntguEs. — Les souris utilisées sont du sexe male et pésent 
environ 20 ¢ au début de J’expérience. Elles sont inoculées par voie 


intrapéritonéale avec un liquide ascitique dilué dans de l’eau physio- 
logique de facon que chaque animal recoive 100000 4 1 million de 
cellules d’Ehrlich. 

Dans ces conditions, il se produit une ascite abondante aprés huit 
jours et qui peut atteindre un volume de 20 cm? dans les jours qui 
précédent la mort. Celle-ci survient environ au douziéme jour. 

Avec un inoculat plus faible (1 000 cellules par exemple) l’apparition 
de l’ascite et la mort surviennent tout aussi réguliérement, bien que 
plus tardivement. 

L’immunisation est faite en injectant par voie intrapéritonéale une 
suspension de germes (H. pertussis en phase I). Dans les cas ott la 
vaccination est poursuivie apres Ja formation de l’ascite, on prend 
soin de faire lus injections de rappel par voice sous-cutanée., 
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Le sérum anticoquelucheux utilisé provient d’un cheval hyperim- 
munisé (globulines anticoquelucheuses de 1’Institut Pasteur). 

Dans certains essais in vitro nous avons utilisé le germe en phase IV 
qui ne possede pas d’agglutinogéne. 

Les agglutinations sont faites par la technique des dilutions succes- 
sives (voir [3]). 

Le sang est prélevé 4 l’angle interne de 1’ceil au moyen d'une pipette 
effilée. 


Résuirats. — 1° Inactivation de l’ascite par centrifugation et adjonc- 
tion de formol. — Pour pouvoir étudier ultérieurement le pouvoir 
immunisant de l’ascite il faut, au préalable, rendre ce liquide inof- 
fensif. On peut y parvenir par différents moyens tels que le chauffage 
a 57°, le séjour prolongé A la température du laboratoire (1), ou la 
lyse des cellules par de l’eau pbidistillée ou par du formol. 

Cette dernitre méthode nous semble la meilleure. L’adjonction de 
formol 4 4 p. 1000 détruit totalement les cellules d’Ehrlich et posséde 
un effet antiseptique tout en conservant les anticorps. Avant d’ajouter 
le formo] il est indispensable d’éliminer les éléments cellulaires par 
centrifugation. 

TasLeau I. 


Agglutination de germe en 
ee 


Phase I Phase IV 


Souris vaccinée Ascite centrifugée 1/8000 


Sérum sanguin 1/8000 


centrifugée 0) 
Souris non-vaccinée Ascite 
non centrifugée 1/160 
Sérum sanguin (0) 


Globulines 1/160.000 


On voit sur ce tableau que l’ascite de souris non vaccinée (et qui 
n’a pas d’anticorps circulants puisque son sérum sanguin n’agglutine 
pas) est capable d’agglutiner les germes, si elle n’a pas été préalable- 
ment centrifugée. 

Cette ascite peut méme agglutiner des germes en phase IV, lesquels 
ne possédant pas d’agglutinogéne sont incapables de se combiner aux 
anticorps, comme on peut le constater avec les globulines. Cette 
épreuve montre bien qu’il s’agit d’un artefact di A la présence des 


(1) L’ascite pure conserve son activité cancérigéne, A la température du 


eee: pendant vingt-quatre heures et parfois méme quarante-hut 
1eures, ; 
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cellules d’Ehrlich (on peut facilement s’en rendre compte en examinant 
le phénoméne au microscope ou méme avec une loupe binoculaire). 

Aussi pour éviter cet inconvénient il est indispensable d’éliminer 
jes éléments cellulaires par centrifugation. Dans ces conditions l’ascite 
surnageante n’agglutine le bacille de Bordet-Gengou que si elle contient 
des anticorps. 


2° Etude de la vitesse de passage des anticorps dans lascite au cours 
de Vimmunisation passive. — Le sérum hyperimmunisé de l'Institut 
Pasteur agglutine au 1/100 000 environ. Lorsque l’on injecte 0,5 cm3 
par voie sous-cutanée-A la souris ascitique on obtient un titre plus 
6levé dans le sang que dans l’ascite et il faut environ trois jours pour 
que ces deux compartiments se mettent en équilibre (fig. 1). 
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Cette courbe, qui groupe le mélange des sangs ou d’ascites prélevés 
chez plusieurs animaux, donne une idée approximative du phénoméne. 
Ii faut tenir compte aussi dans les jours qui suivent de la dilution des 
anticorps dans un compartiment liquide (l’ascite) de plus en plus 
erand. 


3° Mise en évidence des anticorps dans lascite aprés immunisation 
active. — Des souris sont vaccinées par voie péritonéale pendant sept 
semaines a raison de 5 milliards de germes 4 chaque fois, trois injec- 
tions hebdomadaires la premiére quinzaine, puis une seule injection 
par semaine par la suite. Elles seront distribuées en trois lots : 

a) Des témoins vaccinés ; 

b) Des souris vaccinées auxquelles on injecte de l’ascite d’Ehrlich 
i Ja fin de la deuxiéme semaine ; 

c) Des souris vaccinées auxquelles l’ascite est inoculée a la fin de 
Ja cinquiéme semaine. 

Lesérum sanguin est prélevé chez les témoins les douzitme, vingt 
et uniéme; vingt-cinquitéme et quarante-neuvitme jours. 
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L’ascite est prélevée les vingt et uniéme et vingt-cinquiéme jours en 
méme temps que le sérum sanguin chez les souris du groupe b qui 
n’ont recu que 7 ou 8 injections de vaccin. Chez les souris du groupe ¢ 
qui sont vaccinées depuis sept semaines l’ascite et le sérum sanguin 
sont prélevés le quarante-neuviéme jour (tableau II). 


Tasieau II. 
WAS Hoobs LS Ajo 
Témoins vaccinés (Sérum sanguin): 1/640 1/2000 1/3000 1/32 .000 


Sérum sanguin 1/800 1/8000 
Ascite 1/800 1/8000 


Souris vaccinées 


ayant de l'ascite 


On voit sur ce tableau qu’il est possible d’obtenir des taux élevés 
d’anticorps dans l’ascite de souris hyperimmunisées. Par conséquent, 
le « stress » que constitue ]’épanchement péritonéal ne s’oppose pas 
i la formation des anticorps. Le pouvoir agglutinant du sérum_ san- 
guin des témoins est quatre ou cinq fois plus élevé que celui des 
souris ayant de l’ascite. Il faut insister sur le fait que chez ces der- 
niéres ont peut obtenir un volume de liquide vingt et méme parfois 
cinquante fois supérieur 4 celui du sérum sanguin et que l’on dispose 
donc ainsi d’anticorps dilués mais trés abondants. 

Enfin, ce liquide d’ascite, injecté sous la peau de souris neuves, 
fait apparaitre dans leur sang des anticorps anticoquelucheux, tout 
comme le fait un sérum sanguin. 


ConcLustons. — Il est possible d’obtenir chez la souris vaccinée par 
IT. pertussis un liquide biologique abondant ayant un pouvoir agglu- 
linant élevé. Tl suffit pour cela de provoquer chez 1’animal préalable- 
ment immunisé Ja formation d’ascite par l’inoculation du carcinome 
@Ehrlich. L’adjonction de formol 4 4 p. 1000 a ce liquide ascitique 
préalablement centrifugé détruit son action carcinogénétique tout en 
laissant les anticorps intacts. 

On peut donc, par ce moyen, disposer facilement d’une source abon- 
dante d’anticorps chez la souris. 


SUMMARY 


PRODUCTION OF HIGH ANTIBODY LEVELS IN ASCITIC FLUID 
OBTAINED BY MEANS OF TRANSPLANTATION OF EHRLICH CARCINOMA 
INTO MICE IMMUNIZED AGAINST Hemophilus pertussis. 


Tt is possible to obtain in mice a biological fluid possessing a high 
agglutinating capacity : agglutinating antibodies to Hemophilus per- 
tussis appear in mice previously immunized against this germ when 
ascites formation is induced by inoculation of Ehrlich carcinoma. Addi- 
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tion to this ascitic fluid of 4 p. 1000 formol destroys its carcinogenic 
capacity without any decrease of the antibody level. An abundant 
source of antibody is thus easily induced in mice. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de Institut Pasteur : 


Etude cinétique de l’hémolyse des globules rouges de lapin 
par la toxine staphylococcique o, par R. Mancaro et M. Raynaup. 


Etude immunologique de la polyarthrite chronique évolutive : 
la production expérimentale du facteur activateur d’agglu- 
tination, par H. Marsupara, A. Mayepa, S. Tanase et K. ScuicurKawa. 
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MM. Béné, Boussard, Capponi, Cheyroux, Cluzel, P. Corvazier, 
R. Corvazier, Courtieu, O. Girard, Moureau, Pilet, Provost, Reculard, 
Schneider, Tardieux, M™*s Pouteau-Thouvenot, Strunjak, sont élus 
membres de la Société Frangaise de Microbiologie. 
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Z. M. Bacq, F. Bremer, J. Delga et coll. — Actualités pharmacolo- 
giques. Masson, édit., Paris, 1957. 269 pages. 


C’est une publication annuelle ayant trait aux derniers développe- 
ments pharmacologiques, comprenant pour l’année 1957, huit confé- 
rences : 

Z. M. Bacg (Liége) : Mode d’action des substances protégeant les 
organismes vivants contre les radiations tonisantes. Ces substances 
doivent posséder les fonctions —SH et — NH, ; les deux plus impor- 
tantes et dont 1’étude porte sur le métabolisme et le mode d’action 
sont la cystéamine et la cystamine, produits de décarboxylation, res- 
pectivement de la cystéine et de la cystine. 


F. Bremer (Bruxelles) : Médiateurs chimiques et activités nerveuses 
centrales chez les vertébrés. Une série d’arguments expérimentaux 
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permet de conclure que l’acétylcholine pourrait jouer, au niveau de 
l’écorce cérébrale, le réle médiateur qu’on lui reconnait déja au niveau 
du systéme nerveux autonome et des muscles striés. 


J. Dexea (Paris) : Les anticholinestérasiques organophosphorés. L’au- 
teur étudie parmi ces substances, celles qui sont fluorées, nitrées, 
cyanées ou non, le produit-type étant le fluorophosphate de diiso- 
propyle ou DFP, substance A action myotique, insecticide, et préco- 
nisée comme toxique de guerre. 


J. Detpnaur (Marseille) : Action pharmacologique des médicaments 
administrés par voie rachidienne, L’auteur expose l’action expérimen- 
tale de tres nombreuses et trés diverses substances pharmacologiques 
administrées par voie rachidienne. 


R. Fasre (Paris) : Transformations métaboliques des toxiques orga- 
niques. Intérét de leur étude en biologie générale et en hygiéne 
industrielle. Les toxiques étudiés sont divers hydrocarbures aroma- 
tiques ou hydro-aromatiques ; certains hydrocarbures chlorés dont le 
DDT; des alcools; des nitriles; des dérivés aromatiques nitrés, 
aminés ; des bases pyridiques, des barbituriques et des alcaloides. 


M. Fonrawe (Paris) : Pharmacologie et physiologie comparée. L’au- 
teur montre par des exemples que les différences d’action de certaines 
substances observées d’une espéce animale a l’autre, peuvent s’expli- 
quer parfois par des dispositions anatomiques particuliéres; et il 
aborde un aspect récent de la physiologie comparée qui doit retenir 
Vattention des pharmacologues, 4 savoir: la physiologie du compor- 
tement. 


R. HaAzarp et P. Picnanp: Sur les sulfamides inhibiteurs des fonc- 
tions tubulaires ; inhibiteurs de l’anhydrase carbonique et hypogly- 
cémiants, QC’est l'étude de trois variétés de sulfamides nouveaux : le 
premier groupe retarde l’excrétion tubulaire de certains antibiotiques 
et accélére celle de l’acide urique ; le deuxiéme a pour action d’inhiber 
lanhydrase carbonique et est prescrit comme sédatif central, comme 
diurétique et comme hypotenseur oculaire ; le troisitme a des pro- 
priétés hypoglycémiantes. 

J. Lewin (Paris) : Les fractions plasmatiques humaines et leur usage 
thérapeutique. L’auteur décrit la préparation des différentes fractions 
du plasma sanguin (méthode de Cohn) et énumére les applications 
cliniques de la fraction I (fibrinogéne), de la fraction II (y-globuline) 
et de la fraction V (albumine). 
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